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Povzetek 
Človeška mikrobiota ima pomembno vlogo pri ohranjanju človeškega zdravja. Disbioza, s 
čimer poimenujemo spremembe v sestavi mikrobiote in sočasno porušitev homeostaze med 
človekom in mikroorganizmi, pa lahko vodi v nastanek bolezni, ki bi jih lahko potencialno 
zdravili s probiotiki. Za razliko od peroralne uporabe, lokalni vnos probiotikov omejuje 
pomanjkanje dostavnih sistemov, ki bi ohranili njihovo preživetje, se dovolj dolgo zadržali 
na tarčnem mestu in nudili učinkovito kolonizacijo. V okviru magistrske naloge smo zato z 
metodo elektrostatskega sukanja izdelali nanovlakna ter vanje vgradili spore modelnega 
potencialnega probiotičnega seva Bacillus sp. 25.2.M.  
Z optimizacijo formulacijskih, procesnih in okolijskih parametrov smo pripravili nanovlakna 
iz polietilenoksida (PEO) in kompozitna nanovlakna iz PEO in hitosana v razmerjih 60/40 
ter 20/80 (m/m), v katera smo uspešno vgradili spore (2,7×105–7,3×105 spor/mg 
nanovlaken). Tekom priprave nanovlaken smo opazili upad preživetja spor, ki je bil 
izrazitejši v primeru nanovlaken s hitosanom, kar je posledica nizkega pH raztopine in 
ostrejših pogojev elektrostaskega sukanja. Z vrstičnim elektronskim mikroskopom smo 
potrdili vgradnjo spor v nanovlakna in določili signifikantno razliko v povprečnem premeru 
nanovlaken s sporami (167–342 nm) in enakih vlaken brez spor (110–177 nm). Z diferenčno 
dinamično kalorimetrijo smo potrdili manjšo kristaliničnost PEO v vseh pripravljenih 
nanovlaknih v primerjavi z izhodnim polimerom. S Fourierjevo transformacijsko infrardečo 
spektroskopijo smo potrdili tvorbo vodikovih vezi med hitosanom in PEO v nanovlaknih, 
medtem ko tvorba interakcij med sporami in polimeri ni bila enoznačno razvidna. S 
povečanjem deleža hitosana v nanovlaknih sta se zmanjševala hitrost in obseg sproščanja 
spor v fosfatni pufer, podaljševal pa se je čas, potreben za kalitev spor in izraščanje kolonij 
iz nanovlaken na trdnih gojiščih. Po 1 mesecu shranjevanja nanovlaken pri sobni temperaturi 
in 58 % relativni vlagi ter 40 °C in 75 % relativni vlagi se vsebnost živih spor v nanovlaknih 
ni zmanjšala za več kot 0,32 log CFU/mg.  
Razvita nanovlakna predstavljajo obetaven pristop za lokalno zdravljenje z disbiozo 
povezanih bolezni, saj so biorazgradljiva, omogočajo vgradnjo velikega števila potencialnih 
probiotikov in ohranjajo njihovo viabilnost med shranjevanjem.  
Ključne besede: disbioza, probiotiki, nanovlakna, elektrostatsko sukanje, polietilenoksid, 
hitosan  
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Abstract 
Human microbiota plays an important role in maintaining human health. Dysbiosis, namely 
changes in composition of microbiota and accompanying breakage of homeostasis between 
human and microorganisms, may lead to development of several diseases. The latter could 
be potentially treated with probiotics. Unlike well-established per os application, local 
application of probiotics is limited due to the lack of delivery systems that could ensure 
preservation of probiotic viability, sufficient retention at the targeted areas and effective 
colonisation. Thus, in the scope of master thesis, we produced electrospun nanofibers with 
incorporated spores of model potential probiotic strain Bacillus sp. 25.2.M. 
By optimizing formulation, process and environment parameters, polyethyleneoxide (PEO) 
nanofibers and composite nanofibers from PEO and chitosan in ratio 60/40 or 20/80 (w/w), 
were developed with subsequent incorporation of spores (2.7×105–7.3×105 spores/mg of 
nanofibers). During the production of nanofibers, a decrease in spore viability was observed, 
being the highest for nanofibers with chitosan due to lower pH value of the dispersions and 
harsher parameters of electrospinning. Using scanning electron microscopy, successful 
incorporation of spores into nanofibers was confirmed and significant difference in the 
average diameter observed between spore-loaded nanofibers (167–342 nm) and the same 
nanofibers without spores (110–177 nm). Results of differential scanning calorimetry 
showed lower crystallinity of PEO within all nanofibers. Using Fourier transform infrared 
spectroscopy, formation of hydrogen bonds between chitosan and PEO in nanofibers was 
confirmed, whereas interactions between spores and polymers could not be observed. 
Increasing the content of chitosan in nanofibers decreased the rate and extent of spore release 
from nanofibers in phosphate buffer and increased the time required for spore germination 
and outgrowth of bacteria from nanofibers in the solid agar. After 1-month storage at room 
temperature, 58% relative humidity and 40 °C, 75% relative humidity the content of viable 
spores in nanofibers did not decrease more than 0.32 log CFU/mg.  
Biodegradability, high loading capacity for potential probiotics and preservation of their 
viability during storage, demonstrate the developed nanofibers as an innovative approach for 
potential local treatment of diseases, associated with dysbiosis. 
Keywords: dysbiosis, probiotics, nanofibers, electrospinning, polyethylene oxide, chitosan 
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Seznam okrajšav 
ATR zmanjšan popolni odboj (angl. attenuated total reflection)  
CFU  število kolonijskih enot (angl. colony forming unit)  
DSC diferenčna dinamična kalorimetrija (angl. differential scanning calorimetry) 
FTIR Fourierjeva transformacijska infrardeča spektroskopija (angl. Fourier 
transform infrared spectroscopy) 
LAF laminarni pretok zraka (angl. laminar air flow) 
PEO polietilenoksid  
RH relativna vlažnost (angl. relative humidity) 
SEM vrstični elektronski mikroskop (angl. scanning electron microscope) 
TGA termogravimetrična analiza (angl. thermogravimetric analysis) 
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1 Uvod 
1.1 Človeška mikrobiota 
Človek se je v procesu koevolucije razvil skupaj s trilijoni mikrooganizmov (bakterije, 
arheje, virusi, mikroskopski evkarionti), ki naseljujejo sluznice in kožo ter jih s skupnim 
izrazom imenujemo človeška mikrobiota (1). Slednja ima pomembno vlogo pri ohranjanju 
človeškega zdravja in razvoju bolezni, saj sodeluje pri uravnavanju homeostaze epitelnih 
pregrad, metabolizma, hematopoeze, vnetja in imunosti, vpliva pa tudi na nevrološke in 
kognitivne funkcije (2). Bakterije, ki predstavljajo najbolj raziskan del človeške mikrobiote, 
so po novejših ocenah številčno enakovredne človeškim celicam (3). Če k njim prištejemo 
še ostale mikroorganizme pa skupaj vsaj za faktor 10 presegajo število človeških celic. 
Veliko večja prevlada mikrobiote se kaže na ravni genov. Kumulativni genom človeške 
mikrobiote, imenovan mikrobiom, vsebuje kar 100-krat več genov kot človeški genom (4). 
Zanimanje znanstvenikov za človeško mikrobioto sega nazaj v leto 1683, ko je Antony van 
Leeuwenhoek odkril, da ustno votlino človeka poseljujejo mikrobi (1). V zadnjih letih pa so 
se aktivnosti in napredek na področju raziskovanja mikrobiote močno povečali, kar so 
omogočile tehnološke izboljšave DNA sekvenciranja (pojav sekvenciranja nove generacije), 
genomike, molekularne biologije in bioinformatike (5). K razumevanju človeškega 
mikrobioma so bistveno prispevale tudi mednarodne iniciative, kot sta projekta Človeški 
mikrobiom (angl. Human microbiome project) in Metagenomika človeškega intestinalnega 
trakta (angl. Metagenomics of the Human Intestinal Tract) (6, 7). 
Nastanek  
Predvidevajo, da je človeški zarodek in utero sterilen oz. da se razvija v odsotnosti živih 
mikroorganizmov. Porod, bolj natančno pretrganje amniotske membrane, ki obdaja zarodek 
in ga fizično ločuje od lumna maternice, novorojenčka prvič izpostavi z mikroorganizmi 
poseljenim površinam materinega telesa in velja kot začetek nastajanja mikrobiote. Vse več 
novejših raziskav pa predvideva obstoj placentalne mikrobiote tudi pri zdravih nosečnicah 
in prenos komenzalnih mikroorganizmov iz matere na zarodek že in utero (8). Domnevajo, 
da imajo komenzalni mikroorganizmi pomembno vlogo pri vzdrževanju nosečnosti, 
varovanju ploda pred patogenimi mikroorganizmi in njegovem razvoju. Med drugim naj bi 
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pri plodu sprožili toleranco na endotoksine in ga tako pripravili na kasnejšo mikrobiološko 
izpostavitev, sodelovali pa naj bi tudi pri pripravi črevesja na hranjenje (9).  
Medtem ko so za potrditev in utero prenosa mikroorganizmov potrebne dodatne raziskave, 
pa je znano, da novorojenčka že tekom in po porodu naseljujejo mikroorganizmi, ki izvirajo 
iz materinega porodnega kanala, življenjskega okolja in stika z drugimi ljudmi (8,10). 
Mikrobiota otrok rojenih vaginalno spominja na vaginalno mikrobioto matere, s prevlado 
vrst Lactobacillus spp., Prevotella spp. ali Sneathia spp. Pri otrocih rojenih s carskim rezom 
pa v mikrobioti prevladujejo vrste, ki naseljujejo kože mame, tj. Staphylococcus spp., 
Corynebacterium spp., in Propionibacterium spp.. Na sestavo mikrobiote otrok vpliva tudi 
način hranjena (10). 
Mikrobiota se razvija tekom prvih let človeškega življenja, dokler ne doseže svoje zrele 
kompleksne sestave, ki pri zdravih odraslih izkazuje različno stopnjo stabilnosti. Za kasnejša 
obdobja življenja pa je značilno zmanjševanje vrstne pestrosti in stabilnosti mikrobiote (11).  
Sestava in delovanje 
Sestava človeške mikrobiote je unikatna za vsakega posameznika (4). Na sestavo mikrobiote 
vpliva genetika gostitelja, kolonizacija z mikroorganizmi ob rojstvu, način poroda, 
življenjski slog, prehrana, bolezni in zdravljenje le teh, npr. z antibiotiki. V primerjavi z 
dejavniki okolja ima genetika manjši vpliv na sestavo mikrobiote. Enojajčna dvojčka sta si 
namreč le malce bolj podobna v sestavi mikrobiote kot pa dvojajčna dvojčka (2, 4). Navkljub 
izjemni pestrosti na nižjih taksonomskih ravneh večina bakterij človeške mikrobiote pripada 
samo 4 deblom, Gram-pozitivnim Firmicutes in Actinobacteria ter Gram-negativnim 
Bacteroidetes in Proteobacteria. Razmerja med pogostostjo predstavnikov posameznih 
debel kot tudi nabor vrst znotraj debel pa se bistveno razlikujejo med različnimi anatomski 
mesti (slika 1). Za posamezno tkivo so namreč značilni specifični fizikalni, metabolni in 
imunološki dejavniki, ki vplivajo na sestavo mikrobiote (5, 12).  
Črevesje predstavlja z mikroorganizmi najgosteje poseljen predel človeškega telesa, med 
katerimi prevladujejo bakterije iz debel Bacteroidetes in Firmicutes, predstavniki 
Actinobacteria, Fusobacteria in Verrucomicrobia pa so manj zastopani (13). Oralno 
mikrobioto, ki je po kompleksnosti primerljiva s črevesno, sestavljajo pretežno predstavniki 
iz debel Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes, in 
Fusobacteria, le 4 % vseh vrst pa pripada drugim deblom (14). Sestava mikrobiote kože, ki 
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ima v primerjavi s črevesjem veliko manjšo mikrobno biomaso, je primarno odvisna od 
fiziologije posameznega anatomskega mesta. Na mastnih predelih z veliko žlezami lojnicami 
prevladujejo vrste Propionibacterium, na vlažnih predelih pa vrste Staphylococcus in 
Corynebacterium (15). Najmanjša pestrost je značilna za vaginalno mikrobioto, s prevlado 
ene izmed vrst Lactobacillus (L. crispatus, L. iners, L. jensenii,or L. gasseri) ali pa več 
anaerobnih bakterij, vključno z Gardnerella (16). 
 
 
Slika 1: Razlike v sestavi mikrobiote (na taksonomski stopnji debla) glede na anatomsko lego. 
(-)/(+) označujeta odsotnost/prisotnost Helicobacter pylori v mikrobni združbi (17). 
Mikrobiota, prisotna na različnih predelih zdravega človeka, predstavlja učinkovito oviro za 
naselitev drugih mikroorganizmov, tudi patogenov. V procesu imenovanem kolonizacijska 
odpornost, predstavniki mikrobiote tekmujejo s patogeni za proste niše, hranila in 
pritrditvena mesta na epitelijih, hkrati pa proizvajajo protimikrobne spojine, kot so mlečna 
kislina, H2O2 in bakteriocini, ki inhibirajo rast patogenov (5). Mikrobiota igra ključno vlogo 
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tudi pri razvoju imunskega sistema in njegovi sistemski/lokalni regulaciji (12). V črevesju 
mikrobiota sodeluje pri nevtralizaciji toksinov, sintezi vitaminov (vitamin K, riboflavin, 
biotin, folna kislina, kobalamin) in prebavi kompleksih polisaharidov, pri čemer nastajajo 
kratkoverižne maščobne kisline. Slednje so pomemben vir hranil za epitelijske celice, preko 
receptorjev na različnih celicah gostitelja (npr. endokrinih in imunskih) pa vplivajo na 
gibanje črevesja, metabolizem lipidov, homeostazo glukoze, uravnavajo apetit in vnos hrane, 
imunski sistem in vnetni odziv (5, 18). Črevesna mikrobiota sodeluje tudi v dvosmerni 
komunikaciji med črevesjem in centralnim živčevjem ter tako vpliva na delovanje možganov 
in vedenje. Signalne poti potekajo preko vagusnega živca, celic imunskega sistema in 
neposredno prek metabolitov, ki jih izloča mikrobiota (19). Bakterije, ki naseljujejo ustno 
votlino, pa so udeležene v deglikozilaciji kompleksnih ogljikovih hidratov in redukciji 
sulfatov (20). Opisana sestava in delovanje mikrobiote pomembno vplivata na zdravje 
gostitelja, slednje pa je lahko oslabljeno v primeru disbioze.  
 
1.2 Disbioza 
Zdravo mikrobioto odlikuje vrstna pestrost, stabilnost, odpornost na motnje 
(angl. resistance) in sposobnost povrnitve v zdravo stanje ob pojavu le-teh 
(angl. resilence) (21). Spremembe v populacijski sestavi mikrobiote so lahko odraz 
prožnosti populacij, ki sestavljajo mikrobioto in so popolnoma združljive z zdravjem 
gostitelja, ali pa odraz disbioze (11). 
Z izrazom disbioza poimenujemo stanje spremenjene sestave in delovanja mikrobiote 
določenega anatomskega predela človeškega telesa, ki jo spremlja porušitev homeostatskega 
ravnotežja med človekom in mikroorganizmi (11). V splošnem ločimo 3 različne vrste 
disbioze: (i) izguba koristnih mikroorganizmov, (ii) prekomerna razrast patogenov in (iii) 
izguba celokupne vrstne pestrosti mikrobiote. Posamezne vrste se med seboj ne izključujejo 
in se najpogosteje pojavljajo skupaj (22).  
Disbioza se lahko pojavi kot posledica različnih dejavnikov, npr. genetske predispozicije, 
okužbe, spremembe imunskega statusa in vnetnega odziva, uporabe zdravil (antibiotikov, 
protirakavih zdravil) in slabe ali pretirane higiene (11, 21, 23). Zaradi razlik v sestavi 
mikrobiote tako med zdravimi posamezniki kot tistimi z disbiozo je težko določiti eno ali 
več vrst mikroorganizmov, ki bi predstavljale splošen biološki označevalec disbioze (24). 
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Disbiotična mikrobiota se pojavlja pri številnih boleznih (slika 2), v večini primerov pa še 
vedno ni dovolj raziskano, ali je disbioza vzrok za nastanek bolezni ali pa njena 
manifestacija. Novejše raziskave na živalih kažejo na to, da lahko disbioza sama po sebi 
povzroči in vodi potek bolezni. S prenosom disbiotične mikrobiote bolnih živali so namreč 
v zdravih sterilnih živalih inducirali disbiozo in bolezenski fenotip (11). Kljub nejasnim 
vzročno-posledičnim povezavam med disbiozo in boleznimi predstavlja disbiotična 
mikrobiota pomembno tarčo terapevtskih pristopov, katerih glavni cilj je povrnitev 
homeostaze med gostiteljem in mikrobioto. V primeru razrasta patogenov se namesto 
širokospektralnih antibiotikov priporočajo ozkospektralni, ki bolj selektivno delujejo na 
patogene, zmanjšajo verjetnost za razvoj na antibiotike odpornih sevov in pojav sekundarnih 
infekcij. Slednje so posledica sočasnega uničenja mutualističnih bakterij, ki sicer 
preprečujejo razrast patogenov. Alternativni pristop antibiotični terapiji predstavljajo 
prebiotiki, ki spodbujajo rast in metabolno aktivnost koristnih mikroorganizmov, probiotiki 
ali pa kombinacije obeh imenovani simbiotiki (25, 26). 
 
 
Slika 2: Bolezni, ki so povezane z disbiozo črevesne, vaginalne, oralne mikrobiote in mikrobiote 
kože (15, 27–31).  
6 
 
1.3 Probiotiki in potencialni probiotični sev 25.2.M 
Probiotiki so živi mikroorganizmi, ki ugodno vplivajo na zdravje gostitelja, če so aplicirani 
v zadostnem številu. Med mikroorganizme z dokazano probiotično aktivnostjo uvrščamo 
mlečnokislinske bakterije (rodovi Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, 
Pediococcus, in Leuconostoc), določene vrste iz rodu Bifidobacterium in Bacillus ter 
nekatere kvasovke, npr. Saccharomyces boulardii.  
Probiotične bakterije razdelimo glede na rod, vrsto, podvrsto in alfanumerično oznako 
specifičnega seva. Izbira ustreznega seva zahteva sistematičen pristop, s katerim 
ovrednotimo (i) sposobnost pritrjevanja na epitelijske celice, (ii) odpornost na stresne 
dejavnike (npr. nizek pH, povišana temperatura, encimi), (iii) odsotnost virulentnosti, 
toksičnosti in prenosa genov za odpornost proti antibiotikom, (iv) tehnološko sprejemljivost 
in (v) mehanizem delovanja. Samo specifični sevi namreč izkazujejo protimikrobne, 
imunološke, endokrine ali celo nevrološke učinke (32, 33).  
Probiotiki lahko preko različnih mehanizmov, npr. spodbujanja izražanja proteinov 
citoskeleta in tesnih stikov med celicami, okrepijo pregradno funkcijo epitelijev, hkrati pa s 
spodbujanjem popravljalnih mehanizmov pospešijo njihovo obnovo v primeru poškodb. 
Pomembno je tudi njihovo antagonistično delovanje na patogene, ki vključuje ustvarjanje 
neugodnega mikrookolja, tekmovanje za hranila in receptorska mesta na epitelijih, 
preprečevanje adhezije na epitelijske celice ter izločanje protimikrobnih substanc. Mednje 
uvrščamo molekule z nizko molekulsko maso (<1000 Da), kot so mlečna in ocetna kislina, 
ter bakteriocine (>1000 Da). Slednji inhibirajo sintezo celične stene ali pa povzročijo 
nastanek por v membranah in posledično smrt celic. Probiotične vrste, ki vstopajo v 
interakcije z monociti/makrofagi, limfociti, epitelijskimi in dendritičnimi celicami, pa 
delujejo tudi imunomodulatorno (34). Opisani pozitivni učinki probiotikov so podprti s 
številnimi kliničnimi študijami, sistematičnimi pregledi in meta-analizami (35–38). 
Potencialni probiotični sev 25.2.M 
V okviru magistrske naloge bomo kot modelni potencialni probiotik uporabili sev 25.2.M, 
ki je bil izoliran iz bukalne sluznice zdravih prostovoljcev v okviru magistrske naloge Nastje 
Novak (39). Na podlagi nukleotidnega zaporedja 16S ribosomalne RNA ga uvrščamo med 
za ljudi nepatogene seve, natančneje v rod Bacillus sp. (40). Izolirani sev ima velik potencial 
za preventivo ali lokalno zdravljenje parodontalne bolezni, tj. kroničnega vnetja obzobnih 
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tkiv, ki vodi k umiku dlesni, razgradnji obzobnih tkiv, nastanku obzobnih žepov, v primeru 
nezdravljenja pa tudi v majavost in izgubo zob (41). Bakterije seva 25.2.M namreč izločajo 
sekundarne metabolite s protibakterijskim delovanjem proti parodontalnim patogenom, 
hkrati pa so motilne in sposobne prerasti kolonije patogenov in vitro. V primerjavi s 
konvencionalnimi probiotiki naj bi sev 25.2.M bolje koloniziral ustno votlino, saj je kot 
avtohtoni pripadnik mikrobiote ustne votline dobro prilagojen na njeno mikrookolje. Ena 
izmed prednosti seva 25.2.M je tudi sposobnost sporulacije. Spore so v primerjavi z 
vegetativnimi oblikami bakterij bolj odporne na agresivne dejavnike, kot so toplota, 
dehidracija, UV sevanje in kemikalije, kar omogoča uporabo širšega spektra tehnologij za 
njihovo vgradnjo v dostavne sisteme, med drugim tudi elektrostatsko sukanje. Sporulacijo 
bakterij 25.2.M lahko sprožimo s pomočjo Mn2+ ionov, metoda pa je zaradi visoke 
učinkovitosti primerna tudi za proizvajanje spor na industrijski ravni (42, 43) 
 
1.4 Sistemi za lokalno dostavo probiotikov 
Probiotiki pozitivno vplivajo na zdravje gostitelja, če so v zadostni količini in viabilni obliki 
dostavljeni na mesto delovanja, se nanj pritrdijo in ga kolonizirajo. To lahko dosežemo z 
izbiro ustreznega dostavnega sistema, ki (i) ohranja viabilnost probiotikov med 
shranjevanjem (preferenčno pri sobni temperaturi), (ii) ima veliko kapaciteto za vgradnjo 
probiotikov, (iii) se dovolj časa zadrži na mestu dajanja in omogoča učinkovito kolonizacijo 
s probiotiki ter (vi) je biorazgradljiv, saj tako ne zahteva kasnejše odstranitve in posledično 
prijaznejši za pacientovo uporabo (44). Pri razvoju dostavnega sistema s probiotiki je 
ključno, da metoda izdelave in uporabljeni materiali omogočajo preživetje probiotikov. 
Pomembno je, da izbiramo netoksična topila in mile pogoje izdelave. V primeru, ko želimo 
probiotike dostaviti na slabo dostopna mesta, kot so npr. obzobni žepi, pa je pomembna tudi 
velikost same farmacevtske oblike (45).  
1.4.1 Mikrodelci 
Poznanih je več metod vgrajevanja probiotikov v mikrodelce, v literaturi pa najpogosteje 
navajajo metodo ekstruzije curka tekočine, emulgiranje in sušenje z razprševanjem, pri 
katerih nastanejo mikrosfere. Za izdelavo mikrodelcev se uporabljajo zlasti naravni 
polisaharidi (alginat, hitosan, gumiji, karagenan, škrob) in proteini (želatina, mlečne 
beljakovine), saj so netoksični, biorazgradljivi in biokompatibilni, za pripravo mikrodelcev 
pa ne zahtevajo uporabo organskih topil. Pripravi mikrodelcev z metodo ekstruzije curka 
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tekočine in emulgiranjem običajno sledi ena izmed metod sušenja, npr. sušenje z 
razprševanjem, sušenje v zvrtinčenih plasteh ali liofilizacija, saj so probiotiki pogosto 
stabilnejši v suhi obliki kot pa v disperziji. (46). Ker lahko proces sušenja negativno vpliva 
na preživetje probiotikov, v mikrodelce pogosto dodajajo protektivne komponente kot so 
trehaloza, laktoza ali saharoza (47). Vgradnja probiotikov v mikrodelce ponuja številne 
prednosti: (i) zaščito probiotikov pred zunanjimi vplivi (toploto, kisikom, vlago, kislim pH 
želodčnega soka in solmi žolčnih kislin v primeru per os aplikacije), (ii) enostavnejše 
rokovanje in odmerjanje v primerjavi s probiotičnimi disperzijami, (iii) izboljšanje pretočnih 
lastnosti probiotikov, (iv) možnost dodatnega oblaganja za izboljšanje fizikalno-kemijskih 
lastnosti, za dosego dodatne zaščite ali prirejenega sproščanja in (v) možnost uporabe v 
različnih končnih farmacevtskih oblikah (46, 48, 49). Za razliko od že dobro uveljavljene 
uporabe mikrodelcev pa se v zadnjem času kot perspektiven dostavni sistem za probiotike 
raziskujejo tudi polimerna nanovlakna.  
1.4.2 Nanovlakna 
Polimerna nanovlakna so trdna vlakna nanometrskega premera in teoretično neomejene 
dolžine, ki jih odlikuje velika specifična površina in poroznost, v primerjavi z drugimi 
oblikami enakega materiala pa imajo večjo fleksibilnost in mehansko trdnost (50). Izdelana 
so lahko iz različnih naravnih ali sinteznih polimerov, v primeru uporabe nanovlaken v 
biomedicini pa je želeno, da so polimeri biokompatibilni, biorazgradljivi in netoksični (50). 
Nanovlakna predstavljajo sodoben pristop za povečevanje topnosti in hitrosti raztapljanja 
težko topnih učinkovin ter doseganje prirejenega sproščanja. Poleg protivnetnih učinkovin, 
antibiotikov, lokalnih anestetikov, imunosupresivov in kemoterapevtikov, so uspeli v 
nanovlakna vgraditi tudi visokomolekularne molekule (proteine, genetski material (DNA in 
RNA) in rastne dejavnike), bakterije in viruse. Nanovlakna imajo velik potencial tudi kot 
bioadheziven dostavni sistem. Zaradi njihove porozne strukture in velike površine pride ob 
stiku z mukusom do absorbcije vlage, ki skupaj z bioadhezivnimi lastnostmi uporabljenega 
polimera omogoča intenzivno adhezijo na površino sluznic. Uporaba nanovlaken je 
razširjena tudi v tkivnem inženirstvu za pripravo tkivnih nadomestkov in v oblogah za 
celjenje ran. S svojo strukturo namreč posnemajo osnovne gradnike zunajceličnega ogrodja 
in tako spodbujajo pritrjevanje, proliferacijo in diferenciacijo celic (51–53). 
Poznane so različne metode za izdelavo nanovlaken, npr. metoda vlečenja (angl. drawing), 
sukanje pod vplivom centrifugalne sile (angl. forcespinning), medfazna in fazna 
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polimerizacija (angl. interfacial/phase polymerization), izpihovanje taline (angl. melt 
blowing), samozdruževanje (angl. self-assembley) in uporaba predložnih membran 
(angl. templete synthesis), zaradi enostavnosti in vsestranskosti pa se najpogosteje uporablja 
metoda elektrostatskega sukanja (angl. electrospinning) (54).  
1.4.2.1 Elektrostatsko sukanje 
Elektrostatsko sukanje je metoda izdelave nanovlaken iz polimerne raztopine ali taline, ki 
temelji na uporabi elektrostatskih sil (55). Osnovna sestava naprave za elektrostatsko 
sukanje obsega vir visoke napetosti, ki ga z elektrodama nasprotne polarnosti povežemo s 
šobo z iglo določenega notranjega premera in zbiralom, kar med njima ustvari električno 
polje (slika 3). Zbiralo je lahko ozemljeno ali pa nabito. Injekcijsko brizgo, napolnjeno s 
polimerno raztopino/talino, povežemo s šobo in črpalko, ki zagotavlja kontroliran 
konstanten pretok polimerne raztopine/taline skozi iglo. 
 
 
Slika 3: Sestava naprave za elektrostatsko sukanje: črpalki (A), UV luč (B), šoba (C), kamera (D), planarno 
zbiralo (E), zaslon za spremljanje procesa in nastavitev parametrov (F), ogrodje šobe (a), igla (b), priključek 
(c) za vir visoke napetosti (d) in cevka (e), ki povezuje brizgo in šobo. 
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V odsotnosti električnega polja se na konici igle tvori kapljica polimerne raztopine/taline, 
kar je posledica površinske napetosti. Ko na šobo priključimo visoko napetost (do 30 kV), 
se površina kapljice naelektri, nanjo pa pričnejo delovati elektrostatske sile, ki zajemajo 
odbojne sile med istovrstnim površinskim nabojem ter privlačne sile med kapljico in 
zbiralom nasprotne polarnosti. Zaradi elektrostatskih sil, ki nasprotujejo površinski 
napetosti, se kapljica podaljša v konično strukturo, imenovano Taylorjev stožec. Ko jakost 
električnega polja doseže kritično točko, elektrostatske sile presežejo površinsko napetost, 
kar vodi v raztegovanje Taylorjevega stožca in nastanek tankega nabitega curka polimerne 
raztopine/taline (56). Curek je na poti do zbirala izpostavljen delovanju številnih sil (sili 
trenja, elektrostatskim silam, sili teže, površinski napetosti in viskoelastičnim silam), ki 
vodijo do nestabilnosti curka, kar pomeni, da ga ukrivijo oz. podaljšajo pot in čas potovanja 
do zbirala. Med procesom se curek dodatno razteguje, topilo izhlapeva ali talina ohlaja in na 
koncu se na zbiralu odlagajo trdna polimerna nanovlakna (57, 58).  
Na proces elektrostatskega sukanja in morfologijo nanovlaken vplivajo številni medsebojno 
povezani parametri, ki jih lahko pripišemo formulaciji, procesu ali okolju. Vplivi 
posameznih dejavnikov na morfologijo nanovlaken, izdelanih iz polimernih raztopin, so 
zbrani v preglednici I. Z uporabo ustreznih parametrov lahko z elektrostatskim sukanjem 
izdelamo tudi nanovlakna s probiotiki. Metoda se je izkazala kot obetavna, saj v enem 
koraku združuje sušenje probiotikov in izdelavo trdnega dostavnega sistema. 
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Preglednica I: Vpliv posameznih formulacijskih, procesnih in okoljskih parametrov na morfologijo nanovlaken 
(NV). Prirejeno po (50) z dodanimi viri (54, 58). 
Formulacijski parametri 
Molekulska masa (MM) 
polimera  
Za nastanek NV je potrebna ustrezno visoka MM polimera, saj pri nižjih MM 
nastanejo le delci. Z višanjem MM se povečuje število prepletov polimernih 
verig, zmanjšuje število vozlov in povečuje premer NV. 
Koncentracija polimera 
Znotraj optimalnega območja se s povečevanjem koncentracije povečuje 
število prepletov polimernih verig, premer in uniformnost NV. Prenizka 
koncentracija vodi v nastanek delcev ali vozlatih NV. 
Reološke lastnosti 
Znotraj optimalnega območja se s povečevanjem viskoznosti polimerne 
raztopine povečuje premer NV in zmanjšuje število vozlov. Previsoka 
viskoznost vodi v hitro zasuševanje Taylorjevega stožca in nastanek vozlatih 
NV, slednje in nastanek delcev pa je lahko tudi posledica  prenizke viskoznosti.  
Površinska napetost 
Površinska napetost je glavna sila, ki nasprotuje raztezanju polimernega curka. 
Nizka površinska napetost omogoča uporabo nižjih napetosti.  
Prevodnost 
Z večanjem prevodnosti se povečuje gostota naboja na površini curka, kar vodi 
v intenzivnejše raztezanje in zmanjševanje premera NV. 
Hlapnost in dielektrična 
konstanta topila 
Bolj hlapna topila zahtevajo večje pretoke raztopine in vodijo v nastanek NV 
z manj vozli. Za uspešno elektrostatsko sukanje je potrebna ustrezno visoka 
dielektrična konstanta topila. 
Procesni parametri 
Pretok 
S povečevanjem pretoka se povečuje premer NV in velikost por.  
Pri visokem pretoku se lahko pojavijo vozli ali pa se na zbiralu odlagajo 
neposušena sploščena vlakna. 
Napetost 
Povečevanje napetosti vodi v intenzivnejše raztegovanje curka in 
zmanjševanje premera NV, povečuje se verjetnost za pojav nestabilnosti 
Taylorjevega stožca in nastanek vozlov. Nasprotno pa lahko povečevanje 
napetosti povzroči večji pretok raztopine skozi iglo, kar vodi v povečevanje 
premera NV. 
Razdalja med iglo in 
zbiralom 
Potrebna je zadostna  razdalja, da ne pride do zlitja neposušenih vlaken na 
zbiralu. S povečevanjem razdalje se zmanjšuje premer NV, povečuje pa se 
pojavljanje vozlov.  
Vrsta zbirala 
Vrsta zbirala vpliva na lastnosti električnega polja in posledično na 
morfologijo ter orientacijo NV. Glede na uporabljeno zbiralo lahko dobimo 
naključno orientirana (stacionarno planarno zbiralo) ali pa orientirana NV 
(rotirajoči boben).  
Okolijski parametri 
Temperatura 
Naraščanje temperature vodi v hitrejše izhlapevanje topila in povečevanje 
premera NV, hkrati pa z naraščanjem temperature pada viskoznost raztopine, 
kar lahko vodi v zmanjševanje premera NV.  
Relativna vlažnost (RH) 
V primeru vodnih polimernih raztopin, zniževanje RH vodi v hitrejše strjevanje 
in posledično krajše raztegovanje curka, povečevanje premera NV in manjšo 
možnost  nastajanja vozlov.  
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1.4.2.2 Nanovlakna kot potencialni dostavni sistem za probiotike 
Elektrostatsko sukanje je nov pristop za vgrajevanje bakterij v nanovlakna, kar dokazuje tudi 
majhno število študij. V eni izmed teh so uspeli izdelati polivinilalkoholna nanovlakna z 
vgrajenimi bakterijami Staphylococcus albus in Escherichia coli, pri čemer se je viabilnost 
S. albus zmanjšala za polovico, v primeru E. coli pa zmanjšanja viabilnosti niso opazili. 
Viabilnost bakterij se je ohranila tudi med trimesečnim shranjevanjem nanovlaken pri -20 in 
-55 °C (53). V drugi študiji so v nanovlakna iz polietilenoksida (PEO) vgradili 9 različnih 
bakterij iz rodu Lactobacillus in eno vrsto iz rodu Lactococcus. Dodatek bakterij v raztopino 
PEO je povečal viskoznost in prevodnost disperzij, pri čemer je imelo povečanje prevodnosti 
večji učinek na premer nanovlaken. Slednja so imela v primerjavi s PEO nanovlakni manjši 
premer kljub enakim pogojem elektrostatskega sukanja. Ugotovili so tudi, da je zmanjšanje 
viabilnosti bakterij med pripravo nanovlaken odvisno od hidrofobnosti in velikosti celic. 
Večji padec viabilnosti so opazili pri hidrofilnih bakterijah in pri bakterijah večjih dimenzij 
(59). Isti raziskovalci so izdelali tudi nanovlakna s sporami potencialnega probiotičnega seva 
Bacillus spp. 25.2.M. Spore so vgradili v PEO in kompozitna nanovlakna iz PEO in hitosana. 
Proces elektrostatskega sukanja je zmanjšal število viabilnih spor na masno enoto 
nanovlaken za maksimalno 1 logaritemsko enoto. Po 1 letu staranja pri 25 °C in 30 % RH, 
se število viabilnih spor v primeru PEO nanovlaken ni zmanjšalo, v primeru nanovlaken iz 
PEO in hitosana pa je prišlo do zmanjšanja za 1 logaritemsko enoto (42).  
Kljub še ne dobro raziskanim dejavnikom, ki vplivajo na preživetje probiotikov med 
procesom elektrostatskega sukanja, ugodne lastnosti nanovlaken upravičujejo nadaljnje 
raziskave. Nanovlakna kot trdni dostavni sistem ponujajo (i) visoko kapaciteto za vgradnjo 
probiotikov, (ii) boljšo stabilnost probiotikov v primerjavi s tekočimi in poltrdnimi 
farmacevtskimi oblikami, (iii) daljši čas zadrževanja na mestu aplikacije, ki omogoča 
pritrditev in poseljevanje tarčnih mest s probiotiki ter (iii) možnost združevanja probiotikov 
in prebiotikov (42). Z izbiro ustreznega probiotika, tako z vidika odpornosti na pogoje 
izdelave kot mehanizma delovanja, lahko izdelamo nanovlakna za preventivo ali potencialno 
lokalno zdravljenje z disbiozo povezanih bolezni, npr. parodontalne bolezni (aplikacija v 
obzobni žep), vaginoze (vaginalna aplikacija) in kronične vnetne črevesne bolezni (rektalna 
aplikacija kot alternativa rektalnim raztopinam) (42, 60, 61). Nanovlakna s probiotiki, ki so 
se izkazali za učinkovite pri celjenju ran, pa imajo potencial tudi kot obloge za rane ali 
opekline (62).  
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Pomemben vidik pri izdelavi nanovlaken s probiotiki predstavlja tudi izbira polimerov, saj 
le ti vplivajo na nastanek nanovlaken, na bioadhezivne lastnosti dostavnega sistema in hitrost 
sproščanja probiotikov.  
 
1.5 Polimeri za izdelavo nanovlaken v raziskavi 
1.5.1 Hitosan 
Hitosan je linearni, polsintezni kopolimer β-(1–4) povezanih enot D-glukozamina in N-
acetil-D-glukozamina (slika 4, A). Pridobivajo ga s postopkom deacetilacije hitina, ki je za 
celulozo drugi najbolj razširjen polisaharid v naravi. Najdemo ga v oklepu rakov, kutikulah 
insektov, pa tudi v nekaterih glivah, zelenih algah in kvasovkah. Vir hitina skupaj z 
uporabljeno metodo deacetilacije vpliva na molekulsko maso in stopnjo deacetilacije 
hitosana (razmerje med številom enot D-glukozamina in vsoto D-glukozaminskih in 
N-acetil-D-glukozaminskih enot) ter posledično na njegove kemijske in biološke lastnosti 
(63, 64). Za razliko od hitina, ki je netopen v večini organskih topil, je hitosan topen v 
razredčenih in koncentriranih raztopinah organskih ter anorganskih kislin pri pH nižjem od 
6 (z izjemo fosforne in žveplove kisline). To je posledica prostih aminskih skupin, ki se pri 
nizkem pH protonirajo, kar daje hitosanu značaj vodotopnega kationskega polielektrolita. 
Nasprotno se pri pH višjem od 6 aminske skupine deprotonirajo, hitosan izgubi naboj in 
postane netopen. Na topnost hitosana vpliva stopnja deacetilacije, razporeditev acetilnih 
skupin vzdolž verige in molekulska masa (65, 66). Pozitivni naboj, ki je posledica 
protoniranih aminskih skupin, omogoča hitosanu vezavo na anionske snovi in negativno 
nabite površine ter številne s tem povezane lastnosti, kot so mukoadhezivnost, pospeševanje 
absorpcije, protimikrobno delovanje, hemostatično delovanje, tvorba kompleksov z lipidi, 
proteini, DNA in sinteznimi polimeri, in situ geliranje in vezava kovinskih ionov (64). 
Hitosan je tudi biorazgradljiv polimer. Njegova razgradnja v telesu poteka s pomočjo 
lizosomov in bakterijskih encimov hitinaz, pri čemer nastanejo netoksični oligosaharidi, ki 
se vključijo v metabolne poti ali izločijo (64). Večina raziskav potrjuje njegovo 
biokompatibilnost in nizko toksičnost. Slednja je odvisna od molekulske mase, stopnje 
deacetilacije, čistosti, odmerka in načina aplikacije (67). Zaradi omenjenih ugodnih lastnosti 
hitosana ga pogosto uporablja v tkivnem inženirstvu, pripravkih za celjenje ran in v razvoju 
dostavnih sistemov za prirejeno ali ciljano dostavo zdravilnih učinkovin, 
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peptidov/proteinov, antigenov, genov in rastnih dejavnikov (63, 68). Mednje uvrščamo tudi 
hitosanska nanovlakna.  
Proces izdelave nanovlaken z elektrostatskim sukanjem hitosana otežuje njegova 
polikationska narava v raztopini, rigidna struktura polimernih verig, visoka viskoznost že pri 
nizkih koncentracijah in specifične inter- ter intramolekularne interakcije. Vodikove vezi, ki 
nastanejo med molekulami, nasprotujejo prostemu gibanju polimernih verig v električnemu 
polju, odbojne sile med protoniranimi skupinami vzdolž polimernih verig pa otežujejo 
njihov preplet, kar vodi v prekinjanje polimernega curka in nastanek nano- ali mikrodelcev. 
Kljub vsemu so čista hitosanska nanovlakna uspeli elektrostatsko sukati iz raztopin, 
pripravljenih s trifluoroocetno kislino oz. njenih mešanic z di- in triklorometanom, vendar 
pa je zaradi toksičnosti topil njihova uporaba na področju biomedicine omejena. Kot uspešno 
topilo za elektrostatsko sukanje čistega hitosana se je izkazala tudi 90 % (m/V) ocetna 
kislina, ki je v primerjavi z 10 % ocetno kislino pomembno znižala površinsko napetost in 
povečala gostoto naboja raztopine. Proces elektrostatskega sukanja hitosana lahko olajšamo 
tudi z dodatkom površinsko aktivnih snovi ali pa polimerov, kot so polivinilakohol, 
polimlečna kislina in PEO (69, 70).  
 
Slika 4: Strukturna formula hitosana (A) in PEO (B). Z okrajšavo DD (angl. degree of deacetylation) je 
poimenovana stopnja deacetilacije.  
1.5.2 Polietilenoksid 
PEO je sintezni, linearni, nepremrežen polimer, ki ga pridobivajo s katalitično polimerizacijo 
etilenoksida ob prisotnosti kovinskega katalizatorja. Ima enako kemijsko zgradbo kot 
polietilenglikol, razlikujeta se le v dolžini polimernih verig (slika 4, B). PEO je na voljo v 
molekulskih masah od 100 do 8000 kDa, medtem ko so polimeri z molekulsko maso manjšo 
od 100 kDa klasificirani kot polietilenglikol. PEO je hidrofilen polimer, dobro topen v vodi 
in organskih topilih, kot so etanol, toluen, aceton in kloroform (71). Študije na živali so 
pokazale njegovo nizko toksičnost, ne glede na način aplikacije. Po peroralni uporabi se 
slabo absorbira iz gastrointestinalnega trakta in nato hitro in v celoti izloči (66).   
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2 Namen 
Lokalni vnos probiotikov omejuje pomanjkanje dostavnih sistemov, ki bi ohranili njihovo 
preživetje, se dovolj časa zadržali na mestu disbioze in omogočili učinkovito kolonizacijo 
ter vzpostavitev bakterijskega ravnotežja. Na področju lokalne dostave probiotikov se zato 
spodbuja razvoj novih dostavnih sistemov, kot so polimerna nanovlakna. Namen 
magistrskega dela je razviti nanovlakna iz PEO in kompozitna nanovlakana iz PEO in 
hitosana v razmerju 60/40 in 20/80 (m/m) z elektrostatskim sukanjem ter vanje vgraditi spore 
modelnega probiotičnega seva 25.2.M iz rodu Bacillus sp.  
Spore bomo pripravili po protokolu za sporulacijo iz vegetativnih oblik bakterij seva 25.2.M.  
Z vidika vpliva razredčene kisline na preživetje spor bomo izbrali ustrezne koncentracije 
ocetne kisline kot topila za pripravo raztopin s hitosanom. S spreminjanjem formulacijskih, 
procesnih in okolijskih parametrov bomo skušali izdelati tanka, nevozličasta nanovlakna, 
brez polimernih madežev na plasti nanovlaken. Morfologijo nanovlaken bomo spremljali že 
med procesom z optičnim mikroskopom, izbrane vzorce pa bomo natančneje analizirali z 
vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM).  
V nadaljevanju bomo v vse 3 formulacije polimernih raztopin dodali ~109 spor/mL in z 
uporabo najobetavnejših procesnih in okolijskih parametrov izdelali nanovlakna s sporami. 
Preživelost spor bomo vrednotili v različnih stopnjah priprave nanovlaken: v polimernih 
disperzijah po pripravi in po elektrostatskem sukanju, v nanovlaknih takoj ob izdelavi in po 
1-mesečnem shranjevanju pri sobni temperaturi in 58 % RH ter pri 40 °C in 75 % RH. 
Izdelanim nanovlaknom brez in s sporami bomo ovrednotili morfologijo, lastnosti trdnega 
agregatnega stanja, vsebnost vlage in interakcije med komponentami. Nanovlakna z 
vgrajenimi sporami bomo primerjali med seboj tudi z vidika sproščanja spor v fosfatni pufer 
in kalitve ter izraščanja bakterij na trdnem gojišču. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
Reagenti in topila 
• natrijev klorid (NaCl) (>99,5 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
• kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) (99,5-100,5 %), Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
• natrijev hidroksid (NaOH), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
• manganov(II) sulfat monohidrat (MnSO4×H2O), Sigma Aldrich Chemie GmBh, 
Steinheim, Nemčija 
• glacialna ocetna kislina (CH3COOH) (100 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
• etanol 96 % (V/V) (C2H5OH), Pharmachem, Ljubljana, Slovenija 
• prečiščena voda, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Slovenija 
• Incidin Liquid, ECOLAB Deutschland GmbH, Monheim am Rhein, Nemčija 
 
Polimeri za pripravo nanovlaken 
• PEO (M 900.000 g/mol), Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
• PEO (M 4.000.000 g/mol), Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
• Hitosan (molekulska masa 50−190 kDa, DD 75−85%), Sigma Aldrich Chemie GmBh, 
Steinheim, Nemčija 
 
Bakterijske spore 
Za pripravo zalog spor potencialnega probiotika smo uporabili bakterijske spore Bacillus sp. 
25.2.M (številka seva v genski banki: MG461560), pridobljene z Instituta Jožef Stefan.  
 
Gojišča 
• Agar Select, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA 
• Nutrient Broth, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Nemčija 
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3.2 Naprave in pripomočki 
Pri delu smo uporabili naslednje naprave in pripomočke: 
• analitska tehtnica, Mettler Toledo AG 245, Greifensee, Švica 
• analitska tehtnica, Mettler Toledo XS 205, Greifensee, Švica 
• ultrazvočna kadička, Sonis 4, Iskra Pio, Šentjernej, Slovenija 
• pH-meter, SevenCompact, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
• konduktometer, MC 226, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
• elektroda za merjenje prevodnosti, InLab 710, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
• sterilizator na suho toploto, Nüve FN 500, Ankara, Turčija 
• centrifuga, Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
• avtoklav, A-21 CAVAK, Kambič, Semič, Slovenija 
• komora LAF, FAZ 3, Waldner electronics, Wangen, Nemčija  
• magnetno mešalo in grelec, IKA RCT basic IKAMAG, IKA-Werke GmbH & Co. 
KG, Straufen, Nemčija 
• inkubator s stresalnikom, Grant-bio Orbital Shaker-Incubator ES-20, Keison 
products, Chelmsford, Velika Britanija 
• stresalnik, Vibromix 10, Tehnica, Železniki, Slovenija 
• stresalnik, Vibromix 403EVT, Tehnica, Železniki, Slovenija 
• naprava za elektrostatsko sukanje, Fluidnatek LE-100, Bionicia, Valencija, Španija 
o šoba, cevka, igla, planarno zbiralo, rotirajoče zbiralo  
• optični mikroskop, Olympus CX41, Olympus Corporation, Tokio, Japonska  
• zrcalno-refleksni fotoaparat, Canon EOS 1100D, Canon, Tokio, Japonska 
• SEM, Supra 35 VP, Carl Zeiss, Oberkochen, Nemčija 
• diferenčni dinamični kalorimeter, DSC 1 STARe System, Mettler Toledo, Švica 
• termogravimeter, TGA/DSC 1 STARe System, Mettler Toledo, Švica 
• spektrometer Thermo Nicolet Nexus FTIR z ATR nastavkom, Nicolet Instrument 
Co., Madison, ZDA 
• laboratorijski pribor: 
o steklovina različnih proizvajalcev (0,5 L erlenmajerice z utori, čaše, viale) 
o tehtalni pribor 
o petrijevke iz polistirena, aseptične, 90 x 15 mm 
o nastavki za pipete 
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3.3 Priprava raztopin 
50 mM fosfatni pufer s pH 7,4 
Natehtali smo 1,2 g NaOH in 6,8 g KH2PO4, ju kvantitativno prenesli v 1 L merilno bučko 
in jo dopolnili s prečiščeno vodo. Pripravljeni raztopini smo izmerili pH in ga z 1 M HCl oz. 
1 M NaOH uravnali na 7,40 ± 0,05. Bučko smo dopolnili s prečiščeno vodo do oznake in jo 
sterilizirali po metodi, opisani v 3.5.2. 
0,3 % (m/V) raztopina MnSO4×H2O 
Natehtali smo 0,15 g MnSO4×H2O, ga kvantitativno prenesli v 50 mL merilno bučko, jo 
dopolnili s prečiščeno vodo in sterilizirali (3.5.2). 
70 % (V/V) etanol 
Pripravili smo 2 kg 70 % (V/V) etanola po Ph. Eur. 10.2 (5.5. Alcoholimetric tables). V 2 L 
steklenico smo natehtali 1330 g 96 % (V/V) etanola in 670 g prečiščene vode ter premešali.  
0,9 % (m/V) raztopina NaCl 
Natehtali smo 9 g NaCl, ga kvantitativno prenesli v 1 L merilno bučko, jo dopolnili s 
prečiščeno vodo in sterilizirali (3.5.2).  
Raztopine ocetne kisline 
Pripravili smo 3, 20, 30, 50 in 70 % (V/V) raztopino ocetne kisline. V 250 mL merilno bučko 
smo dodali nekaj mL prečiščene vode, nato pa vanjo odpipetirali ustrezen volumen glacialne 
ocetne kisline. Bučko smo do oznake dopolnili s prečiščeno vodo. Za vrednotenje preživetja 
spor in pripravo polimerne raztopine s sporami smo pripravljene raztopine sterilizirali 
(3.5.2). 
 
3.4 Priprava gojišč 
Tekoče gojišče 
Natehtali smo 4 g dehidriranega medija Nutrient Broth, ga kvantitativno prenesli v steklenico 
za avtoklaviranje, dodali 500 mL prečiščene vode in gojišče sterilizirali (3.5.2). Pripravljeno 
gojišče je vsebovalo 3g/L govejega ekstrakta in 5 g/L peptona iz želatine, njegov pH pa je 
znašal 6,8 ± 0,2.  
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Trdno gojišče 
Natehtali smo 1,70 g dehidriranega medija Nutrient Broth in 6,38 g agarja, ju kvantitativno 
prenesli v 500 mL steklenico za avtoklaviranje, dodali 425 mL prečiščene vode in nastalo 
raztopino sterilizirali (3.5.2). Ko je temperatura v avtoklavu padla na približno 70 °C, smo 
steklenico z gojiščem vzeli iz avtoklava. V LAF komori smo gojišče vlili v petrijevke in jih 
pustili priprte približno 2 h, da se je gojišče strdilo. Gojišča smo shranili v hladilniku do 
uporabe. 
 
3.5 Metode 
3.5.1 Aseptično delo 
Pri eksperimentalnem delu z bakterijami smo upoštevali načela aseptične tehnike, s katero 
smo zmanjšali tveganje za kontaminacijo vzorca z neželenimi mikroorganizmi in hkrati 
širjenje uporabljenega seva v okolico. Uporabljali smo materiale in pribor, ki smo jih 
predhodno dezinficirali in/ali sterilizirali (3.5.2). Ker je osebje pogost vir kontaminacije, 
smo pri delu uporabljali zaščitno haljo in rokavice, v primeru dela v LAF komori pa dodatno 
še narokavnike. Pred samim delom smo s 70 % (V/V) etanolom dezinficirali delovno 
površino, rokavice in narokavnike. Eksperimente smo izvajali ob plamenu Bunsenovega 
gorilnika ali pa v LAF komori, predhodno dezinficirani s 70 % (V/V) etanolom ali Incidinom 
in za 2 h izpostavljeni UV svetlobi. Prav tako smo s 70 % (V/V) etanolom dezinficirani 
zunanje površine laboratorijskega pribora in vsebnikov, ki smo jih postavili v območje 
sterilne atmosfere okoli plamena ali v LAF komoro. Kovinske predmete (cepilna zanka, 
pinceta, nožek) smo po dezinfekciji dodatno še prežarili v plamenu. Med delom nismo 
govorili, da nebi z aerosoli okužili vzorcev.  
Pred elektrostatskim sukanjem polimernih raztopin z bakterijami smo notranje površine 
naprave za elektrostatsko sukanje, šobo, iglo, cevko in zbiralo z aluminijasto folijo 
dezinficirali s 70 % (V/V) etanolom in jih za 2 h izpostavili UV svetlobi.  
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3.5.2 Sterilizacija  
Za sterilizacijo pribora in materialov, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, smo 
uporabili metode, prikazane v preglednici II. 
Preglednica II: Pregled uporabljenih metod sterilizacije. 
Metoda Pribor in materiali Pogoji Indikator 
Sterilizacija s suho toploto 
steklovina 
kovinski pribor za tehtanje 
160 °C, 2 h 
 
kemični 
Sterilizacija z nasičeno  
vodno paro 
prečiščena voda 
raztopine 
gojišča 
121 °C, 20 min, 
1 bar nadtlaka 
kemični 
nastavki za pipetiranje 
epice 
121 °C, 15 min, 
1 bar nadtlaka 
Površinska sterilizacija z 
UV svetlobo 
zamaški vial 
 
2 h  
 
3.5.3 Gojenje in sporulacija seva 25.2.M 
Disperzijo spor seva 25.2.M v 0,9 % (m/V) NaCl, ki je bila pripravljena na Institutu Jožef 
Stefan, smo s cepilno zanko nanesli na agar ploščo (t. i. cepljenje do posameznih kolonij) in 
jo inkubirali 24 h pri sobnih pogojih. Eno kolonijo čiste kulture smo s cepilno zanko nacepili 
v erlenmajerico s 50 mL tekočega gojišča in jo pokrito s parafilmom inkubirali v stresalniku 
24 h pri 150 rpm in 37 °C, da smo dobili prekonočno kulturo. 
V 1 L erlenmajerico z utori s 500 mL tekočega gojišča smo odpipetirali 500 µL 0,3 % (m/V) 
MnSO4×H2O in 100 µL prekonočne kulture, jo pokrili s parafilmom in inkubirali v 
stresalniku 6 dni pri 37 °C in 170 obratih na minuto. Med inkubacijo smo vizualno spremljali 
spremembo barve in motnosti gojišča, z optičnim mikroskopom pa razmerje med sporami in 
vegetativnimi oblikami bakterijskih celic. Sporulacijo smo izvedli istočasno v dveh 
paralelah. Po koncu inkubacije smo vsebino erlenmajeric prelili v 50 mL centrifugirke in jih 
centrifugirali 5 min pri 5000×g in 20 °C. Supernatant smo odlili, sediment pa redispergirali 
v 5 mL 0,9 % (m/V) NaCl. Vsebino centrifugirk smo združili v dve 50 mL centrifugirki in 
ju v treh ločenih ciklih centrifugirali 10 min pri 5000×g in 20 °C. Po vsakem centrifugiranju 
smo odlili supernatant, sediment pa redispergirali v 40 mL 0,9 % (m/V) NaCl. Po zadnjem 
centrifugiranju smo sediment skupaj s 7 mL fosfatnega pufra združili v eni centrifugirki. 
Tako imenovani zalogi spor smo z metodo 3.5.8 določili koncentracijo živih spor.  
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3.5.4 Priprava polimernih raztopin in disperzij s sporami  
Preglednica III prikazuje sestavo polimernih raztopin in disperzij s sporami, ki smo jih 
uporabili za izdelavo nanovlaken za nadaljne analize. Z oznako PEO/CH smo poimenovali 
razmerje (m/m) med PEO in hitosanom. 
Preglednica III: Sestava polimernih raztopin in disperzij s sporami, ki smo jih uporabili za elektrostatsko 
sukanje nanovlaken za nadaljne analize. AA: ocetna kislina. 
Polimerna 
raztopina/disperzija 
Masna 
konc. 
polimerov 
(% (m/V)) 
Razmerje polimerov 
(m/m) 
Topilo 
Konc. spor 
(log CFU/mL 
disperzije) PEO 
900 kDa 
PEO 
4 MDa 
hitosan 
PEO  4  100   prečiščena voda  
PEO spore 4 100   prečiščena voda 9,57 
PEO/CH 60/40  4 60  40 3 % (V/V) AA  
PEO/CH 60/40 spore 4 60  40 3 % (V/V) AA 9,40 
PEO/CH 20/80  3,6  20 80 3 % (V/V) AA  
PEO/CH 20/80 spore 3,6  20 80 3 % (V/V) AA 9,57 
Med optimizacijo izdelave nanovlaken PEO/CH 20/80 smo poleg izbrane 3,6 % (m/V) 
pripravili še 3 in 3,5 % (m/V) raztopino. V primeru formulacij PEO in PEO/CH 60/40 
prilagajanje koncentracije raztopine ni bilo potrebno, saj smo lahko nevozličasta nanovlakna 
izdelali že iz začetnih 4 % (m/V) raztopin. 
4 % (m/V) polimerna raztopina PEO 
Natehtali smo 0,4 g PEO in ga počasi med mešanjem dodali v stekleno vialo z 10 mL 
prečiščene vode. Vialo smo pokrili s pokrovčkom in jo mešali na magnetnem mešalu 
približno 15 h pri sobni temperaturi, da smo dobili homogeno raztopino.  
Polimerne raztopine PEO/CH 60/40 in 20/80 
V vialo smo odpipetirali 10 mL 3 % (V/V) ocetne kisline nato pa počasi med mešanjem 
dodali ustrezno količino PEO in hitosana v razmerju 60/40 ali 20/80 (m/m). Vialo smo 
pokrili z zamaškom in jo približno 15 h mešali na magnetnem mešalu pri sobni temperaturi, 
da smo dobili homogeno raztopino. 
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Polimerne disperzije s sporami 
Na podlagi koncentracije živih spor v zalogi spor smo izračunali potreben volumen le-te za 
pripravo 10 mL polimerne disperzije s koncentracijo ~109 spor/mL. Izračunani volumen 
zaloge spor smo nato očistili zaostankov z 10 min centrifugiranjem pri 6000 rcf. Supernatant 
smo odlili, sediment pa trikrat spirali z 10 mL sterilizirane prečiščene vode. Po zadnjem 
centrifugiranju smo sediment kvantitativno prenesli v vialo, s postopnim spiranjem 
centrifugirke s prečiščeno vodo (skupno 5 mL). V primeru priprave disperzije PEO smo 
vialo dopolnili s prečiščeno vodo do volumna 10 mL in ob mešanju dodali PEO. V primeru 
priprave disperzij PEO/CH 60/40 in 20/80 pa smo v vialo odpipetirali 155 µL glacialne 
ocetne kisline, ki bi s 5 mL prečiščene vode tvorila 3 % (V/V) raztopino, jo do volumna 10 
mL dopolnili s 3 % (V/V) ocetno kislino in ob mešanju dodali PEO ter hitosan. Disperzije 
smo pokrili z zamaškom in jih pustili mešati približno 15 h pri sobni temperaturi.  
 
3.5.5 Elektrostatsko sukanje 
Pripravljeno polimerno raztopino/disperzijo smo pred procesom elektrostatskega sukanja 
sonicirali 10–15 min, da smo odstranili zračne mehurčke. Raztopino/disperzijo smo 
napolnili v 5 mL brizgo, jo vpeli v črpalko ter preko cevke povezali s šobo. Razdaljo med 
konico igle in planarnim zbiralom smo nastavili na 15 cm. Ko se je po vključitvi črpalke 
pretok raztopine/disperzije skozi iglo ustalil, smo priključili električno napetost, nanovlakna 
pa zbirali na aluminijasti foliji, s katero smo prekrili zbiralo.  
Med optimizacijo smo raztopine PEO/CH 20/80 elektrostatsko sukali pri pretoku 
230–250 μL/h, napetosti 16,5–23,5 kV, temperaturi 42 °C in 12 % RH. Pri optimizaciji 
elektrostatskega sukanja raztopine PEO/CH 60/40 pa smo spreminjali pretok 
(300–500 μL/h), napetost (17–18,3 kV) in temperaturo (37–42 °C) ter ohranjali konstantno 
12 % RH.  
Za izdelavo nanovlaken s sporami smo uporabili parametre elektrostatskega sukanja 
nanovlaken brez spor, pri katerih so nastala nevozličasta nanovlakna, enakomernih premerov 
in brez polimernih madežev na plasti (preglednica IV). Izjema so le nanovlakna PEO/CH 
20/80 spore, katerih izdelava z uporabo parametrov elektrostatskega sukanja nanovlaken 
PEO/CH 20/80 ni bila možna.   
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Preglednica IV: Procesni parametri elektrostatskega sukanja nanovlaken brez in s sporami, ki smo jih 
uporabili za nadaljne analize. Sestava polimernih raztopin/disperzij, ki smo jih uporabili, je navedena v 
preglednici III.  
Ime vzorca 
Pretok 
(µL/h) 
Napetost 
(kV) 
Temperatura 
(°C) 
RH 
(%) 
NV PEO  400 13 37 16 
NV PEO spore 400 13 37 16 
NV PEO/CH 60/40  400 18 42 16 
NV PEO/CH 60/40 spore 400 17 42 16 
NV PEO/CH 20/80  250 17,5 42 12 
NV PEO/CH 20/80 spore 300 14 42 12 
 
3.5.6 Liofilizacija disperzije spor 
Za potrebe vrednotenja spor z diferenčno dinamično kalorimetrijo (DSC), 
termogravimetrično analizo (TGA) in Fourierjevo transformacijsko infrardečo 
spektroskopijo (FTIR) smo disperzijo spor posušili z liofilizacijo. Zalogo spor, pripravljeno 
po metodi 3.5.3, smo najprej očistili zaostankov ionov z večkratnim spiranjem s prečiščeno 
vodo in centrifugiranjem. 3 mL očiščene zaloge spor smo odpipetirali v viale, zamrznili pri 
temperaturi -20 °C in liofilizirali. Primarno sušenje je potekalo pri temperaturi police -10 °C 
in tlaku 0,370 mBar 24 h, sekundarno sušenje pa pri temperaturi 25 °C (maksimalni tlak 
0,060 mBar).  
 
3.5.7 Vrednotenje morfologije z optično in elektronska mikroskopijo  
Med optimizacijo elektrostatskega sukanja smo nanovlakna zbirali na objektnih stekelcih, ki 
smo jih postavili na zbiralo v bližino igle, njihovo morfologijo pa smo nato vrednotili z 
optičnim mikroskopom. Za SEM analizo izbranih vzorcev smo izrezali približno 0,5×0,5 cm 
velike koščke nanovlaken in jih z obojestranskim prevodnim lepilnim trakom namestili na 
kovinske nosilce, ki smo pritrdili na delovno mizico SEM. Analizo vzorcev smo izvedli pri 
pospeševalni napetosti 1 kV s pomočjo sekundarnega detektorja za zajem slik. V 
nadaljevanju smo SEM slike nanovlaken analizirali s programsko opremo ImageJ. Izmerili 
smo premere 50–100 naključno izbranih nanovlaken ter ovrednotili njihovo velikostno 
porazdelitev. 
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3.5.8 Vrednotenje preživetja spor z metodo nakapljane plošče 
Preživetje spor, ki ga izražamo kot število kolonijskih enot (CFU, angl. colony forming unit) 
na masno oz. volumsko enoto vzorca, smo določali z metodo nakapljane plošče. Posamezen 
vzorec smo v epicah (1 mL) večkrat zapored redčili s 50 mM fosfatnim pufrom, da smo 
dobili redčitveno vrsto s faktorjem 10. Pet alikvotov posamezne redčitve z volumnom 10 μL 
smo nanesli na trdna gojišča, tako dobljene nakapljane plošče pa inkubirali 24 h pri sobni 
temperaturi. Po inkubaciji smo prešteli kolonije, ki so zrastle na posameznem nanosu. Za 
izračun preživetja smo upoštevali redčitev, pri kateri je na mestu nanosa posameznega 
alikvota zrastlo med 3 in 30 kolonij (enačba 1).  
𝐾𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑠𝑝𝑜𝑟 (
𝐶𝐹𝑈
𝑚𝑙
) =
𝐶𝐹𝑈𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅
𝑉𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡
× 10𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑒𝑣    Enačba 1 
3.5.8.1 Vrednotenje preživetja spor v raztopinah ocetne kisline 
V epice smo odpipetirali 1 mL 10-krat redčene zaloge spor v fosfatnem pufru in jih 
centrifugirali 10 min pri 6000 rcf. Odstranjen supernatant smo nadomestili z 1 mL raztopine 
ocetne kisline (3, 20, 30, 50 in 70 % (V/V)) oz. fosfatnega pufra (pozitivna kontrola), 
sediment pa redispergirali z vorteksiranjem. Skupke spor, ki so nastali ob dodatku ocetne 
kisline, smo dispergirali s pipetiranjem. Spore smo pustili izpostavljene ocetni kislini 24 h 
pri sobni temperaturi, kar je po trajanju približno enako celotnemu procesu izdelave 
nanovlaken. Po inkubaciji smo vsebino epic centrifugirali 10 min pri 6000 rcf. Sledilo je 
spiranje sedimenta z 1 mL fosfatnega pufra, redispergiranje in centrifugiranje, skupno v treh 
ponovitvah. Po zadnjem centrifugiranju smo sediment redispergirali v 1 mL fosfatnega pufra 
in z metodo 3.5.8 določili koncentracijo živih spor. Vrednotenje preživetja spor v 3 in 20 % 
(V/V) ocetni kislini smo izvedli v 2 paralelah, pri ostalih koncentracijah ocetne kisline pa 
smo izvedli 1 paralelo.  
3.5.8.2 Vrednotenje preživetja spor po soniciranju  
Zalogo spor smo odpipetirali v dve epici, v vsako po 1 mL. Epici smo prenesli v ultrazvočno 
kadičko in ju sonicirali 10 oz. 30 min. Po soniciranju smo določili koncentracijo živih spor 
v obeh vzorcih (3.5.8) in ju primerjali z začetno koncentracijo v zalogi spor.  
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3.5.8.3 Vrednotenje preživetja spor v polimernih disperzijah  
Preživetje spor v polimernih disperzijah smo vrednotili v 3 paralelah takoj po pripravi 
disperzij in po procesu elektrostatskega sukanja (vzorčili smo preostanek disperzije v brizgi, 
vpeti v črpalko naprave za elektrostatsko sukanje). V epice smo odpipetirali 100 µL 
polimerne disperzije s sporami in dodali 900 µL fosfatnega pufra. Vsebino smo homogeno 
premešali z vorteksiranjem nato pa določili koncentracijo živih spor (3.5.8). 
Eksperimentalno določene koncentracije živih spor smo primerjali s teoretičnimi 
koncentracijami izračunanimi po enačbi 2.  
Teoretična koncentracija živih spor (
CFU
mL
) =
czaloga×Vzaloga
Vpol.  disp.
  Enačba 2 
czaloga: koncentracija živih spor v zalogi spor 
Vzaloga: uporabljen volumen zaloge spor 
Vpol. disp.: volumen pripravljene polimerne disperzije s sporami 
3.5.8.4 Vrednotenje preživetja spor v nanovlaknih  
V epice smo natehtali ~10 mg posameznega vzorca nanovlaken s sporami in dodali 1 mL 
prečiščene vode v primeru PEO nanovlaken oz. 3 % (V/V) ocetne kisline v primeru 
nanovlaken iz PEO in hitosana. Epice smo vorteksirali, da so se nanovlakna raztopila in je 
nastala homogena disperzija. Vzorcem dispergiranih nanovlaken smo določili koncentracijo 
živih spor (3.5.8) in jo z upoštevanjem volumna vzorca (1 mL) ter mase nanovlaken izrazili 
kot CFU/mg nanovlaken. Za vsak vzorec nanovlaken smo izvedli 3 paralele. 
Eksperimentalno določene vsebnosti živih spor v nanovlaknih smo primerjali s predhodno 
izračunanimi teoretičnimi vrednostmi (enačba 3). Pri izračunu smo maso spor zanemarili.  
Teoretična vsebnost živih spor v nanovlaknih (
CFU
mg
) = c ×
1 mL
 mpolimer +mspore
   Enačba 3  
c: koncentracija spor v polimerni disperziji pred elektrostatskim sukanjem (CFU/mL) 
mpolimer: masa polimerov v 1 mL polimerne disperzije s sporami (mg) 
mspore: masa spor v 1 mL polimerne disperzije s sporami (mg) 
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3.5.9 Termična analiza  
3.5.9.1 Diferenčna dinamična kalorimetrija 
Za DSC analizo izdelanih nanovlaken in njihovih posameznih komponent, smo v 
aluminijasti lonček natehtali 5–10 mg vzorca, ga zaprli in preluknjali z iglo. Vzorec smo 
segrevali s hitrostjo 10 °C/min od 0 do 300 °C v inertni dušikovi atmosferi (pretok dušika 
50 mL/min). Termograme smo analizirali s programsko opremo STARe V9.30.  
3.5.9.2 Termogravimetrična analiza 
Izgubo mase vzorcev ob izpostavitvi temperaturnemu programu smo ovrednotili s TGA. 
Lonček iz aluminijevega oksida smo prežarili v plamenu ter vanj natehtali 5-10 mg vzorca.  
Vzorec smo segrevali s hitrostjo 10 °C/min od 30 do 300 °C, v inertni dušikovi atmosferi 
(pretok dušika 50 mL/min). Rezultate meritev smo analizirali s programsko opremo 
STARe V9.30.  
 
3.5.10 Fourierjeva transformacijska infrardeča spektroskopija  
Za analizo vzorcev s FTIR smo uporabili tehniko oslabljenega ali zmanjšanega popolnega 
odboja (ATR). Vzorce smo nanesli na diamantni kristal, ki je sestavni del ATR nastavka ter 
privili nastavek, da smo zagotovili popoln stik vzorca s površino. Izbrali smo naslednje 
nastavitve: ločljivost 2 cm-1, 64 ponovitev snemanja in območje snemanja spektra med 
600 cm−1 in 4000 cm−1. Najprej smo posneli spekter ozadja (zrak), da smo izničili vpliv 
atmosferske vlage in CO2, nato pa še spektre naših vzorcev. Spektre smo normalizirali s 
programsko opremo OMNIC ESP 5.2, glajenje spektrov (odstranitev šuma) pa smo izvedli 
v programu Origin 2019 z metodo Savitzky-Golay (število točk 10, polinom druge stopnje). 
 
3.5.11 Sproščanje spor iz nanovlaken v fosfatni pufer 
Sproščanje spor iz posameznih vzorcev nanovlaken smo izvedli v 2 paralelah. Stehtane 
koščke nanovlaken, primerljive površine med paralelami in z maso ~10 mg, smo s pinceto 
položili v viale in dodali 10 mL fosfatnega pufra, temperiranega na 37 °C. Viale smo pokrili 
z zamaški in jih stresali v stresalniku pri 120 rpm in 37 °C. Ob vnaprej določenih časovnih 
točkah smo iz vsake viale odvzeli 2 alikvota vzorca z volumnom 100 µL, pri čemer smo 
odvzeti volumen nadomestili z 200 µL fosfatnega pufra. Prvi alikvot smo redčili, drugega 
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pa shranili za morebiten direkten nanos na trdna gojišča. Število sproščenih živih spor na 
masno enoto nanovlaken smo določili z metodo nakapljane plošče (3.5.8).  
 
3.5.12 Sproščanje spor iz nanovlaken in rast bakterij na trdnem gojišču 
S kovinskim  rezilom smo iz posameznih vzorcev nanovlaken s sporami izrezali kroge in jih 
položili na sredino trdnih gojišč (3.4). Gojišča z nanovlakni smo inkubirali pri sobni 
temperaturi. Ob vnaprej določenih časovnih točkah smo posneli fotografije gojišč 
(slika 5, A), ki smo jih v nadaljevanju obdelali s programsko opremo ImageJ. Posamezno 
fotografijo smo najprej pretvorili v črno belo 8-bitno fotografijo (slika 5, B). S postavljanjem 
praga (funkcija angl. threshold) smo ločili nanovlakna s kolonijami od ozadja (slika 5, C), 
območje zanimanja (angl. regions of interests) pa nalegali na izvorno fotografijo (slika 5, D), 
da smo preverili, ali smo zajeli celotno površino kolonij in nanovlaken. Površino izbranega 
območja smo določili s funkcijo izmeri (angl. measure). Ker nas je zanimal prirast kolonij, 
smo od površin, določenih v posameznih časovnih točkah odšteli površino, določeno ob 
točki 0. Fotografij, kjer ni bilo vidnih kolonij (z izjemo začetnih fotografij) nismo analizirali, 
ampak smo predpostavili, da se površina v primerjavi z začetno ni spremenila.  
 
Slika 5: Inkubacija nanovlaken s sporami na trdnem gojišču: (A) izvorna fotografija, (B) 8-bitna črno bela 
fotografija, (C) 8-bitna fotografija po nastavitvi praga (angl. threshold) in (D) naleganje območja zanimanja 
(angl. regions of interests) na izvorno fotografijo.   
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3.5.13 Preživetje spor v nanovlaknih med shranjevanjem 
Približno 10 mg posameznega vzorca nanovlaken s sporami smo natehtali v epice in jih 
preluknjali s pomočjo prežarjene igle. Vzorce smo izpostavili naslednjim pogojem: (i) sobna 
temperatura, 58 % RH (1 paralela) in (ii) 40 °C, 75 % RH (2 paraleli). Po 1-mesečnem 
hranjenju na opisanih pogojih smo določili vsebnost živih spor v nanovlaknih (3.5.8.4) in jo 
primerjali z vsebnostjo, določeno takoj po izdelavi nanovlaken. 
 
3.5.14 Statistična analiza 
Statistično analizo smo izvedli s pomočjo programa Minitab 17. Za medsebojno primerjavo 
premera nanovlaken brez in s sporami smo izvedli t-test, analizo variance (ANOVA) s post 
hoc Tukey testom pa smo uporabili za ugotavljanje morebitnih statističnih razlik med 
vsebnostjo spor v nanovlaknih (i) ob izdelavi, (ii) po 1-mesečni izpostavitvi sobni 
temperaturi, 58 % RH in (iii) 40 °C, 75 % RH.  
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Vpliv dejavnikov na preživetje spor 
4.1.1 Vpliv koncentracije ocetne kisline 
V prvem delu eksperimentalnega dela smo optimizirali izdelavo nanovlaken iz raztopin z 
različnim razmerjem (m/m %) hitosana in PEO. Ker je hitosan topen v vodi s pH nižjim 
od 6, smo kot topilo za pripravo polimernih raztopin izbrali vodno raztopino ocetne kisline, 
ki je pogosto navedena v literaturi (69, 72). S stališča procesibilnosti elektrostatskega 
sukanja raztopin s hitosanom je ugodna uporaba visokih koncentracij ocetne kisline (≥ 50 % 
(V/V)), saj se z naraščanjem koncentracije zmanjšuje površinska napetost polimernih 
raztopin in hkrati povečuje gostota naboja (69). Gledano z vidika bakterij pa lahko že 3 % 
(V/V) ocetna kislina deluje protimikrobno (73). Pred optimizacijo izdelave nanovlaken smo 
zato preverili vpliv 3, 20, 30, 50 in 70 % (V/V) ocetne kisline na preživetje spor seva 25.2.M. 
Eksperiment smo izvedli z dvema različnima zalogama spor, kar je na sliki 6 ponazorjeno z 
različno barvo.  
 
Slika 6: Koncentracije živih spor po 24 h izpostavitvi različnim koncentracijam ocetne kisline (AA) in 
fosfatnemu pufru (PBS) kot pozitivni kontroli. 
Največji vpliv na preživetje spor sta imeli 50 in 70 % (V/V) ocetna kislina. V primerjavi s 
pozitivno kontrolo (spore izpostavljene fosfatnemu pufru) se je koncentracija živih spor 
zmanjšala za 1,84 oz. 1,87 logaritemske enote. Nekoliko večje preživetje spor smo določili 
v primeru 20 in 30 % (V/V) ocetne kisline, ki sta zmanjšali koncentracijo živih spor za 1,57 
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in 1,1 logaritemske enote. Izmed vseh preizkušenih koncentracij pa se je kot najbolj ugodna 
za preživetje spor izkazala 3 % (V/V) ocetna kislina. V primerjavi s pozitivno kontrolo se je 
koncentracija živih spor zmanjšala le za 0,43 logaritemske enote. Potrebno pa je izpostaviti, 
da so se ob dodatku ocetne kisline tvorili agregati spor, ki smo jih poskušali dispergirati s 
pipetiranjem. Ob tem smo lahko manjši delež spor, adheriran na nastavkih za pipetiranje, 
odvzeli iz vzorcev, posledično pa določili lažno manjše preživetje spor, kot bi ga sicer. Na 
podlagi rezultatov smo se odločili, da bomo za pripravo polimernih raztopin PEO/CH 60/40 
in 20/80 uporabili 3 % (V/V) ocetno kislino. 
4.1.2 Vpliv soniciranja  
Razplinjanje polimernih raztopin predstavlja pomemben korak pri izdelavi nanovlaken, saj 
lahko zračni mehurčki motijo proces elektrostatskega sukanja. Kot metoda razplinjanja se 
najpogosteje uporablja soniciranje, ki pa lahko preko fenomena akustične kavitacije 
povzroči poškodbe bakterij in vpliva na njihovo preživetje. Poškodbe sten spor so lahko 
posledica (i) tlaka oz. tlačnega gradienta med kolapsom kavitacijskih mehurčkov, (ii) 
strižnih sil zaradi akustičnih mikrotokov znotraj spor in (iii) tvorbe prostih radikalov (74). 
Da bi ugotovili vpliv soniciranja na preživetje spor, smo zalogo spor s koncentracijo 9,47 
log CFU/mL za 10 in 30 minut izpostavili ultrazvoku. Po 10 minutah soniciranja se je 
koncentracija živih spor zmanjšala za 0,01, po 30 minutah pa za 0,11 logaritemske (slika 7). 
Na podlagi majhnih razlik v koncentraciji živih spor pred in po soniciranju smo zaključili, 
da ima soniciranje v preizkušenem časovnem intervalu (do 30 min) zanemarljiv vpliv na 
preživetje spor in je zato primerna metoda za razplinjanje polimernih disperzij s sporami.  
 
Slika 7: Vpliv časa soniciranja (UZ) na preživetje spor. 
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4.2 Optimizacija izdelave nanovlaken  
4.2.1 Nanovlakna iz PEO in hitosana v razmerju 20/80 (m/m) 
Pri pregledu literature smo ugotovili, da izdelava nevozličastih nanovlaken z visokim 
deležem hitosana (90 ali več % (m/m)) zahteva uporabo visokih koncentracij ocetnih kislin 
(75). Kot že omenjeno, visoke koncentracije ocetne kisline olajšujejo proces elektrostatskega 
sukanja raztopin s hitosanom, hkrati pa negativno vplivajo na preživetje spor, kar smo 
pokazali v predhodnem eksperimentu. Za pripravo raztopin smo zato uporabili 3 % ocetno 
kislino, v primerjavi z literaturo pa povečali delež PEO v zmesi polimerov na 20 % (m/m). 
Dodatek PEO, ki z aminsko in hidroksilno skupino hitosana tvori vodikove vezi, delno 
poruši inter- in intramolekularne interakcije med verigami hitosana, zmanjša rigidnost 
polimernih verig, olajša njihov preplet in tvorbo nanovlaken (69). Za pripravo raztopin smo 
uporabili PEO z visoko molekulsko maso 4 MDa, ki v primerjavi z nižjemolekularnimi PEO 
omogoča učinkovitejši preplet polimernih verig med elektrostatskim sukanjem (77, 78). 
Optimalni parametri elektrostatskega sukanja pripravljenih raztopin in povprečni premer 
nanovlaken so prikazani v preglednici V.  
Preglednica V: Sestava in pogoji elektrostatskega sukanja raztopin PEO/CH 20/80 ter povprečni premer 
izdelanih nanovlaken (NV).  
Vzorec 
Masna konc. 
polimerov 
(% (m/V)) 
Pretok 
(µL/h) 
Napetost 
(kV) 
Povprečni premer 
nanovlaken 
(nm) 
Komentar 
A 3 230 23,5 47 ± 14 vozli + pol. madeži 
B 3,5 
240 23,0 89 ± 17 ↓ vozlov in 
 pol. madežev 
C 
3,6 
250 16,5 110 ± 24 nevozličasta NV, brez pol. 
madežev 
V primeru 3 % (m/V) raztopine so nastala tanka (47 ± 14 nm) in vozličasta vlakna, plast 
nanovlaken pa je bila skoraj v celoti prekrita s polimernimi madeži (slika 8, A). Slednji niso 
zaželeni, saj zmanjšajo poroznost plasti nanovlaken (struktura se približa polimernemu 
filmu), kar lahko potencialno vpliva na njene funkcionalne lastnosti. S povišanjem deleža 
polimerov v raztopini na 3,5 % (slika 8, B) se je povečalo število prepletov polimernih verig, 
posledično pa nekoliko zmanjšalo število vozlov v strukturi nanovlaken. V primerjavi z 
vzorcem, izdelanim iz 3 % (m/V) raztopine, so imela nanovlakna večji povprečni premer 
(89 ± 17 nm), kar je posledica povečanja deleža polimerov in nekoliko višjega pretoka 
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polimerne raztopine med elektrostatskim sukanjem. Pri vzorcu smo opazili tudi zmanjšanje 
števila polimernih madežev na plasti nanovlaken. Z nadaljnim povečanjem deleža polimerov 
v raztopini na 3,6 % (m/V) smo uspeli izdelati nevozličasta nanovlakna s premerom 
110±24 nm in brez izrazitih polimernih madežev na plast nanovlaken (slika 8, C). Ker je 
vzorec ustrezal našim zahtevam, smo formulacijo in parametre elektrostatskega sukanja 
vzorca C uporabili za izdelavo nanovlaken s sporami. 
Slika 8: SEM slike nanovlaken, izdelanih iz 3 (A), 3,5 (B) in 3,6 % (m/V) (C) raztopine PEO/CH 20/80. Slike 
so posnete pri 30.000× (zgoraj) in 400 (A) oz. 500× povečavi (spodaj). Podrobni podatki o vzorcih se nahajajo 
v preglednici V. 
4.2.2 Nanovlakna iz PEO in hitosana v razmerju 60/40 (m/m) 
Za optimizacijo izdelave nanovlaken iz PEO in hitosana v razmerju 60/40 (m/m) smo 
pripravili 4 % (m/V) polimerno raztopino. Pri elektrostatskem sukanju smo spreminjali 
pretok, napetost in temperaturo ter spremljali njihov vpliv na morfologijo nanovlaken. 
(preglednica VI).  
Preglednica VI: Pogoji elektrostatskega sukanja 4 % (m/V) raztopine PEO/CH 60/40 in povprečni premer 
nanovlaken. 
Vzorec 
Pretok 
(µL/h) 
Napetost 
(kV) 
Temperatura 
(°C) 
Povprečni premer 
nanovlaken 
(nm) 
Komentar 
D 500 18,3 37 162 ± 26 pol. madeži 
E 300 17 37 156 ± 43 ↓ pol. madežev 
F 400 18 42 156 ± 21 odsotnost pol. 
madežev 
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Pri pretoku 500 µL/h, 37 °C in 16 % RH (slika 9, D) so nastala nanovlakna z minimalnim 
številom vozlov in s povprečnim premerom 162 ± 26 nm. Na vzorcu nanovlaken je vidnih 
veliko neželenih polimernih madežev, ki so lahko posledica prevlade sile površinske 
napetosti raztopine nad elektrostatskimi silami, odgovornimi za raztegovanje polimernega 
curka. Z zmanjšanjem pretoka na 300 µL/h in ustrezno prilagoditvijo napetosti se je število 
madežev zmanjšalo, medtem ko v premeru nanovlaken nismo opazili bistvenih 
razlik (slika 9, E). Da bi v celoti preprečil pojav madežev na plasti nanovlaken, smo pri 
ohranjenem pretoku zvišali temperaturo na 42 °C, saj se površinska napetost raztopine s 
povečevanjem temperature znižuje. Ker se je pri izbranih pogojih pojavilo zasuševanje 
polimerne raztopine na konici igle, smo v nadaljevanju povišali pretok polimerne raztopine 
na 400 µL/h in ustrezno prilagodili napetost. Z opisanimi spremembami pogojev smo uspeli 
izdelati nevozličasta nanovlakna, brez vidnih madežev na plasti (slika 9, F). Slednja so bila 
po premeru primerljiva z vzorcema D in E, kar je posledica sočasne prilagoditve pretoka in 
napetosti na igli. Kljub nekoliko manj stabilnem procesu kot v primeru sukanja vzorcev D 
in E (po določenem času je prišlo do zasuševanja in je bilo potrebno obrisati iglo), smo zaradi 
boljše kvalitetete nanovlaken procesne parametre vzorca E uporabili za izdelavo nanovlaken 
s sporami.  
 
Slika 9: SEM slike nanovlaken, nastalih pri elektrostatskem sukanju 4 % raztopine PEO/CH 60/40 in z uporabo 
različnih procesnih in okolijskih parametrov (preglednica VI). Slike so posnete pri 30.000× (zgoraj) in 500× 
povečavi (spodaj). 
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4.3 Izdelava nanovlaken s sporami 
Ker v predhodnih poizkusih vegetativne oblike seva 25.2.M niso preživele v kislih 
polimernih disperzijah hitosana in PEO (42), smo pripravili spore in jih vgradili v 
nanovlakna. Pred pripravo polimernih disperzij smo spore večkrat zaporedoma spirali z 
ustreznim topilom in jih centrifugirali, da smo odstranili zaostanek Na+ in Cl- ionov, ki bi 
lahko vplivali na prevodnost in posledično na proces elektrostatskega sukanja. Pri spiranju 
spor s prečiščeno vodo nismo imeli težav, v primeru uporabe 3 % (V/V) ocetne kisline pa se 
je pri enakih pogojih centrifugiranja sediment močneje zbil, po redispergiranju pa so v 
disperziji ostali agregati spor. Vsebina centrifugirke se je pri redispergiranju zelo spenila in 
adherirala na stene, posledično pa je nismo mogli kvantitativno prenesti v vialo. Proces 
spiranja spor za pripravo polimernih disperzij PEO/CH 60/40 in 20/80 v 3 % (V/V) ocetni 
kislini smo optimizirali tako, da smo za spiranje in prenos sedimenta v vialo uporabili znan 
volumen prečiščene vode, šele nato pa v vialo odpipetirali ustrezen volumen glacialne ocetne 
kisline.  
Iz pripravljenih polimernih disperzij s sporami smo v nadaljevanju izdelali nanonovlakna. V 
primeru disperzij PEO in PEO/CH 60/40 smo lahko nanovlakna elektrostatsko sukali pri 
primerljivih pogojih, kot smo jih uporabili za elektrostatkso sukanje enakih raztopin brez 
spor. V primeru disperzije PEO/CH 20/80 pa to ni bilo mogoče, saj je bila viskoznost 
disperzije na oko bistveno manjša v primerjavi z enako raztopino brez spor. Zaradi manjše 
viskoznosti se je curek polimerne disperzije intenzivno raztegnil, ker pa črpalka ni uspela 
dovolj hitro nadomestiti porabljenega volumna polimerne disperzije, se je proces po nekaj 
sekundah prekinil. Za dosego stabilnega curka polimerne disperzije smo morali povečati 
pretok (300 μL/h) in hkrati zmanjšati napetost (14 kV). 
Predvidevamo, da je padec viskoznosti posledica interakcij med pozitivno nabitimi 
aminskimi skupinami hitosana in negativno nabito površino spor (78), saj smo zmanjšanje 
viskoznosti opazili tudi v primeru disperzije PEO/CH 60/40, vendar ne v tolikšni meri. Pri 
tem se zmanjšajo odbojne sile med protoniranimi aminskim skupinami vzdolž polimernih 
verig, posledično pa spremeni njihova konformacija iz iztegnjene v zvito (79).  
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4.4 Preživetje spor v polimernih disperzijah in nanovlaknih  
Priprava nanovlaken z metodo elektrostatskega suknja vključuje različne stresne dejavnike, 
ki lahko potencialno vplivajo na preživetje spor. Slednje smo zato določali v različnih 
stopnjah priprave nanovlaken: v polimerni disperziji po pripravi, v polimerni disperziji po 
elektrostatskem sukanju in v nanovlaknih. Za vrednotenje preživetja smo uporabili metodo 
nakapljane plošče, dobljene rezultate pa smo primerjali z izračunanimi teoretičnimi 
vrednostmi.  
V polimerne disperzije smo dispergirali primerljivo število spor, tj. med 9,4 in 9,6 log 
CFU/mL disperzije, medtem ko smo v polimernih disperzijah po pripravi eksperimentalno 
določili med 7,9 in 8,1 log CFU/mL (slika 10). V primeru vseh disperzij je med njihovo 
pripravo prišlo do zmanjšanja koncentracije živih spor. Eden izmed možnih razlogov je 
večkratno spiranje zaloge spor z medijem, saj smo pri odlitju supernatanta lahko odstranili 
tudi del sedimenta. Kljub bistrosti supernatanta, smo pri pregledu le tega pod optičnim 
mikroskopom ugotovili, da so v njem prisotne spore. S povečanjem časa in relativne 
centrifugalne sile bi se izgube spor verjetno zmanjšale, hkrati pa bi se povečala verjetnost za 
tvorbo agregatov, česar pa nismo želeli. Do izgub spor je lahko prišlo tudi med prenosom 
sedimenta iz centrifugirke v vialo, saj so se spore lahko adherirale na stene centrifugirke in 
nastavkov za pipetiranje. Možen razlog za izgube spor pa je tudi prisotnost vegetativnih 
oblik bakterij v uporabljenih zalogah spor, ki so manj odporne na agresivne dejavnike, kot 
je spiranje s hipotonično prečiščeno vodo in centrifugiranje. V primeru disperzij PEO/CH 
60/40 in 20/80 pa je na zmanjšanje koncentracije živih spor vplivala tudi  3 % (V/V) ocetna 
kislina, kar smo pokazali v predhodnem eksperimentu. Na preživetje spor bi lahko negativno 
vplival tudi dodatek polimerov, kar pa je glede na literaturo manj verjetno (42). 
Preživetje spor v polimernih disperzijah smo ponovno vrednotili po procesu elektrostatskega 
sukanja. Koncentracija živih spor se v primeru disperzije PEO/CH 20/80 hitosana praktično 
ni spremenila, v primeru disperzij PEO in PEO/CH 60/40 pa smo določili zmanjšanje 
koncentracije za približno 0,3 logaritemske enote (slika 10).  
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Slika 10: Koncentracija živih spor v polimernih disperzijah po pripravi in po procesu elektrostatskega sukanja 
v primerjavi s teoretično koncentracijo. 
Na koncu smo ovrednotili še vsebnost živih spor v izdelanih nanovlaknih. V primeru 
nanovlaken PEO/CH 20/80 in 60/40 smo določili 5,4 log CFU/mg, v primeru nanovlaken 
PEO pa nekoliko višjo vsebnost, in sicer 5,9 log CFU/mg (slika 11). V primerjavi s 
teoretično so imela nanovlakna PEO za 0,5 logaritemske enote nižjo vsebnost, nanovlakna 
PEO/CH 60/40 oz. 20/80 pa za 1 logaritemsko enoto nižjo vsebnost. Proces elektrostatskega 
sukanja je torej negativno vplival na preživetje spor, kar je posledica uporabljene visoke 
napetosti, mehanskega stresa (∼5 × 104 g/cms2), hitrega odparevanja topila in posledičnih 
sprememb v osmotskem okolju spor (42). V primeru izdelave nanovlaken PEO/CH 60/40 in 
20/80 so bili uporabljeni ostrejši pogoji (višja temperatura, nižja vlaga, višja napetost, 3 % 
(V/V) ocetna kislina kot topilo) kot pri izdelavi nanovlaken PEO, kar se odraža v nižji 
vsebnosti živih spor v nanovlaknih.  
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Slika 11: Vsebnost živih spor v nanovlaknih. 
 
4.5 Morfologija nanovlaken  
Da bi preverili uspešnost vgradnje spor v nanovlakna in njihov vpliv na morfologijo 
nanovlaken, smo izdelane vzorce z in brez spor analizirali s SEM (slika 13). Iz SEM slik 
nanovlaken s sporami (slika 13, desno) so vidne zadebelitve vlaken, ki se razlikujejo od 
morfoloških nepravilnosti, kot so vozli, hkrati pa se po obliki in velikosti skladajo s sporami, 
posušenimi na zraku (slika 12). To dokazuje, da smo spore z metodo elektrostatskega 
sukanja uspešno vgradili v nanovlakna. Slednje so, kljub večjemu premeru v primerjavi z 
nanovlakni, tesno ovite s kontinuirano plastjo polimera, morebitne razpoke obloge pa iz 
SEM slik niso vidne. Spore so v mreži nanovlaken naključno razporejene, pri čemer so s 
svojo daljšo stranico orientirane v smeri poteka nanovlaken. Tok polimerne disperzije v 
Taylorjevem stožcu je namreč podoben toku tekočine skozi »lijak«, ki naključno orientirane 
spore v polimerni disperziji prisili, da se ločijo med sabo in postopoma orientirajo vzdolž 
nabitega polimernega curka (53). Poleg posamičnih spor so se v nanovlakna v manjši meri 
vgradili tudi agregati spor (slika 13, desno spodaj). Predvidevamo, da so nastali med 
centrifugiranjem zaloge spor ali ob dodatku 3 % (V/V) ocetne kisline (v primeru priprave 
disperzij iz PEO/CH 60/40 in 20/80), sile prisotne pri elektrostatskem sukanju pa jih niso 
uspele razbiti. O enakomerni razporeditvi spor po celotni debelini plasti nanovlaken na 
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podlagi SEM slik ne moremo sklepati, saj SEM ne omogoča pregleda celotne debeline 
vzorca ampak samo njegovo površino.  
Povprečni premer nanovlaken PEO je znašal 177 ± 19 nm, nanovlaken PEO/CH 60/40 
156 ± 21 nm in nanovlaken PEO/CH 20/80 110 ± 24 nm, enakim nanovlaknom z vgrajenimi 
sporami pa smo določili premere 220 ± 35 nm, 167 ± 19 nm in 342 ± 43 nm. Iz rezultatov je 
razvidno, da premer nanovlaken brez spor narašča s povečevanjem deleža PEO, pri 
nanovlaknih s sporami pa enak trend ni opazen. Največji premer imajo nanovlakna PEO/CH 
20/80, sledijo PEO nanovlakna in nanovlakna PEO/CH 60/40. O vplivu spor na premer 
nanovlaken lahko sklepamo le na podlagi nanovlaken PEO in PEO/CH 60/40, saj so bili pri 
elektrostatskem sukanju nanovlaken s sporami uporabljeni primerljivi pogoji kot v primeru 
enakih vlaken brez spor. Pri obeh vzorcih je premer nanovlaken brez spor signifikantno 
različen ob premera nanovlaken s sporami (p < 0,05), pri čemer imajo nanovlakna s sporami 
večji premer, kar je v nasprotju z ugotovitvami drugih raziskovalcev (42, 60). V primeru 
nanovlaken PEO se je ob dodatku spor premer povečal za 43 nm, v primeru nanovlaken 
PEO/CH 60/40 pa za 11 nm. Pri elektrostatskem sukanju nanovlaken PEO/CH 20/80 s 
sporami pa smo zaradi manjše viskoznosti polimerne disperzije za dosego stabilnega curka 
uporabili nižjo napetost in večji pretok kot v primeru enake disperzije brez spor. Posledično 
so nastala nanovlakna, ki imajo kar trikrat večji premer kot enaka vlakna brez spor. Poleg že 
prej omenjenih agregatov spor, na sliki PEO nanovlaken s sporami (slika 13, desno zgoraj) 
opazimo tudi prekinitve oz. nitaste povezave nanovlaken, ki so lahko posledica intenzivnega 
raztegovanja nanovlaken v električnem polju. Drugih morfoloških nepravilnosti nanovlaken, 
kot so npr. nepopolno iztegnjene strukture oz. vozli, pa na podlagi SEM slik nismo zaznali. 
 
Slika 12: SEM slika spor, posušenih na zraku. 
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Slika 13: Povprečni premeri in SEM slike nanovlaken PEO, PEO/CH 60/40 in PEO/CH 20/80 (od zgoraj 
navzdol) brez (levo) in z vgrajenimi sporami (desno). Slike so posnete pri 40.000× (zgoraj) in 10.000× (spodaj) 
povečavi.   
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4.6 Vrednotenje nanovlaken s termično analizo 
Da bi ovrednotili lastnosti trdnega agregatna stanja polimerov v nanovlaknih in potencialne 
interakcije med njimi in/ali sporami, smo izdelana nanovlakna in njihove sestavne 
komponente analizirali z DSC (slika 14). Za določitev vlage v vzorcih in lažjo identifikacijo 
vrhov DSC krivulj smo sočasno izvedli TGA (slika 15). Na DSC krivulji liofiliziranih spor 
sta v območju 60–150 °C in 220–300 °C prisotna široka endotermna vrhova. Ker je v obeh 
temperaturnih območjih na TGA krivulji opazno zmanjševanje mase, lahko prvi vrh 
pripišemo izparevanju vezane vode, drugega pa razgradnji komponent, ki sestavljajo spore. 
Širok endotermni vrh, ki je posledica izparevanja vezane vode, lahko v območju 70–160 °C 
opazimo tudi na DSC krivulji hitosana. Dodatno je na krivulji hitosana pri približno 270 °C 
viden začetek eksotermnega vrha, ki je značilen za njegovo razgradnjo. V primeru obeh DSC 
krivulj, ki prikazujeta PEO z molekulsko maso 900 kDa in 4 MDa, pa je pri temperaturi 
71 °C prisoten oster endotermni vrh, ki je posledica taljenja pomožne snovi. Opisani 
karakteristični vrhovi posameznih komponent se pojavljajo tudi na DSC krivuljah 
nanovlaken.  
 
Slika 14: DSC krivulje posameznih komponent, fizikalne zmesi (FZ) in nanovlaken (NV). 
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Slika 15: TGA krivulje posameznih komponent, fizikalne zmesi (FZ)in nanovlaken (NV).  
Izmed posameznih komponent nanovlaken ima najvišjo vsebnost vlage hitosan (9,1 %), 
sledijo liofilizirane spore (6,0 %) in PEO (< 0,5 %) (slika 15 in preglednica VII). V primeru 
nanovlaken pa imajo najnižjo vsebnost vlage (pod 2 %) nanovlakna PEO, sledijo nanovlakna 
PEO/CH 60/40 (približno 3 %) in PEO/CH 20/80 (5–6 %). Opažena higroskopnost hitosana 
se torej odraža v vsebnosti vlage v izdelanih nanovlaknih. Le-ta se povečuje z naraščanjem 
deleža hitosana v nanovlaknih.  
Pred DSC analizo nanovlaken smo ob upoštevanju talilne entalpije kristaliničnega PEO in 
njegovega deleža v nanovlaknih izračunali teoretične entalpije, ki smo jih nato primerjali z 
eksperimentalno določenimi (preglednica VII). Pri vseh vzorcih nanovlaken so entalpije, 
določene z integriranjem karakterističnih vrhov taljenja PEO, manjše kot teoretične. Proces 
elektrostatskega sukanja je torej zmanjšal kristaliničnost PEO v primerjavi z izhodnim 
polimerom, kar je posledica hitrega odparevanja topila (nekaj ms) in strjevanja nanovlaken. 
Polimerne verige, ki se med procesom elektrostatskega sukanja raztegnejo in orientirajo 
vzdolž nabitega polimernega curka, tako nimajo dovolj časa, da bi se uredile v kristalno 
strukturo (80).  
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Na DSC krivuljah nanovlaken PEO/CH 60/40 in 20/80 lahko v primerjavi z DSC krivuljo 
PEO opazimo tudi premik vrha taljenja PEO proti nižjim temperaturam. Medtem ko se 
kristaliničnost PEO zmanjšuje s povečevanjem deleža hitosana v nanovlaknih, je v primeru 
premika vrha taljenja PEO ravno obratno. Večji premik je opazen pri nanovlaknih PEO/CH 
20/80 kot pa pri nanovlaknih PEO/CH 60/40. Premik vrha taljenja PEO je lahko posledica 
prisotnosti dodatne komponente (hitosana) v nanovlaknih ali pa morebitnih 
intermolekularnih vodikovih vezi, ki se tvorijo med etrsko skupino PEO in 
aminsko/hidroksilno skupino hitosana (72). Ob vzpostavitvi interakcij med PEO in 
hitosanom pride do sočasne prekinitve interakcij med molekulami PEO, kar lahko še dodatno 
prispeva k zmanjšanju kristaliničnosti PEO v nanovlaknih (81). Podoben trend zniževanja 
kristaliničnosti in temperature vrha taljenja PEO je opazen tudi pri nanovlaknih z vgrajnimi 
sporami. Slednja imajo v primerjavi z enakimi nanovlakni brez spor nižjo kristaliničnost 
PEO in temperature vrha taljenja PEO, kar je lahko posledica morebitnih interakcij med 
sporami in polimeri. 
Preglednica VII: Rezultati DSC in TGA analize nanovlaken (NV), fizikalne zmesi (FZ) in njihovih posameznih 
komponent. Z ΔHteor  je poimenovana teoretična, z ΔHexp pa eksperimentalno določena talilna entalpija.  
Vzorec 
Taljenje PEO 
Vsebnost 
vlage ( %) ΔHteor (J/g) ΔHexp (J/g) 
ΔHexp/ 
ΔHteor 
(%) 
Temperatura 
vrha (°C) 
hitosan     9,1 
spore     6,0 
PEO 900 kDa  -166,8  70,6 < 0,5 
PEO 4 MDa  -162,1  71,5 0,4 
NV PEO -166,8 -121,4 73 69,9 0,2 
FZ PEO lio spore -155,1 -134,2 86 70,9 0,7 
NV PEO spore -155,1 -103,2 67 69,6 1,7 
NV PEO/CH 60/40 -100,1 -63,0 63 65,3 2,9 
NV PEO/CH 60/40 spore -93,1 -49,2 53 64,1 3,0 
NV PEO/CH 20/80  -32,4 -10,1 31 60,4 5,7 
NV PEO/CH 20/80 spore -30,1 -5,7 19 59,9 5,2 
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4.7 FTIR analiza nanovlaken 
Med pripravo polimernih raztopin in termično analizo nanovlaken smo zaznali potencialne 
interakcije med sporami in uporabljenimi polimeri, katere smo želeli potrditi s FTIR. Najprej 
smo posneli spektre uporabljenih polimerov in izdelanih nanovlaken brez spor, ki so 
prikazani na sliki 16. Na spektru hitosana je med 3600–3000 cm-1 prisoten širok signal, ki 
predstavlja raztegovanje N–H in O–H vezi ter tvorbo intermolekularnih vodikovih vezi med 
omenjenima skupinama (72). Enak signal je viden tudi na spektrih nanovlaken, njegova 
intenziteta pa se zmanjšuje z zmanjševanjem deleža hitosana v slednjih. V primerjavi s 
spektri čistega PEO (900 kDa ali 4 MDa) in hitosana sta na spektrih nanovlaken vidna 
premika dveh vrhov. Vrh pri 1590 cm-1, ki predstavlja nihanje N-H vezi hitosana, se na 
spektrih nanovlaken premakne proti nižjim valovnim številom (1574 cm-1) (81). Opazen je 
tudi premik enega izmed treh vrhov (tripleta), ki predstavljajo raztegovanje C–O–C vezi. Na 
spektrih čistega PEO (900 kDa in 4 MDa) se ti vrhovi pojavljajo pri 1145 cm−1, 1092 cm−1 
in 1059 cm−1, na spektru nanovlaken pa se vrh pri 1092  cm−1 premakne proti višjim 
valovnim številom (1097 cm−1). Opažena premika vrhov kažeta na tvorbo vodikovih vezi 
med aminsko oz. hidroksilno skupino hitosana in polietersko skupino PEO v izdelanih 
nanovlaknih, kar je omenjeno tudi v literaturi (72, 82). 
 
Slika 16: FTIR spektri PEO (900 kDa in 4 MDa), hitosana in nanovlaken (NV) PEO/CH 60/40 in 20/80 (levo) 
ter povečani območji spektrov (označeni s sivim pasom), znotraj katerih smo opazili premike vrhov (desno).  
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Da bi ovrednotili interakcije med uporabljenimi polimeri in proteini ter polarnimi skupinami 
lipidnih membran bakterij, smo v nadaljevanju posneli še spektre liofiliziranih spor 
(slika 17) in nanovlaken z vgrajenimi sporami (slika 18, slika 19). Skladno z literaturo lahko 
na spektru liofiliziranih spor opazimo karakteristične vrhove amidov, ki so del strukture 
bakterijskih proteinov: amid A (3289 – raztegovanje N–H vezi cm-1), amid I 
(1646 cm-1 – raztegovanje C=O vezi), amid II (1537 – raztegovanje C–N in upogibanje N–H 
vezi cm-1) in amid III (1279 cm-1) (82). Vrhovi, ki se pojavljajo v območju 3000–2800 cm-1, 
predstavljajo raztegovanje vezi maščobnih kislin (2962 cm-1 – simetrično raztegovanje 
–CH3, 2931 in 2875 cm-1 – asimetrično in simetrično raztegovanje –CH2), tisti v območju 
med 1200–900 cm-1 pa so značilni za ogljikove hidrate (83). V t. i. mešanem območju med 
1500–1200 cm-1 pa se pojavljajo vrhovi, ki dajejo informacije o peptidih/proteinih 
(amid III), maščobnih kislinah (1440 cm-1 – upogibanje –CH2) in spojinah s fosfatom 
(1243 cm-1 – asimetrično raztegovanje P=O vezi PO2-). Na podlagi podatkov iz literature, 
smo vrh pri 1384 cm-1 pripisali simetričnemu raztegovanju C–O vezi COO- (84, 85).  
 
 
Slika 17: FTIR spekter liofiliziranih spor. Rumeni pas – območje maščobnih kislin, zeleni pas – mešano 
območje, modri pas – območje ogljikovih hidratov.  
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Signala amida I in II spor, ki se pojavljata v območju 1500–1700 cm-1, sta občutljiva na 
spremembe konformacije proteinov in se zato pogosto uporabljata za vrednotenje vplivov 
sušenja na bakterijske proteine (83). Na spektru PEO nanovlaken s sporami se omenjena 
vrhova pojavljata pri nekoliko višjih valovnih številih kot v primeru spektra liofiliziranih 
spor, spremenjena pa je tudi njuna oblika (slika 18, desno zgoraj). Slednje nakazuje, da ima 
elektrostatsko sukanje v primerjavi z liofilizacijo manjši vpliv na bakterijske proteine, saj 
pojavljanje vrhov amida I in II pri nižjih valovnih dolžinah povezujejo s spremembo 
strukture proteinov (85). Na spektru nanovlaken s sporami PEO/CH 60/40 in 20/80 pa se 
vrhovi hitosana prekrivajo z vrhovi amida I in II vgrajenih spor, kar onemogoča vrednotenje 
premikov (slika 19, desno zgoraj).  
Tvorbo vodikovih vezi med pomožnimi snovmi in sporami lahko ovrednotimo na podlagi 
območja raztegovanja OH vezi, tj. med 3650–3100 cm-1, ki se prekriva z območjem amida 
A pri okoli 3300 cm-1. Položaj vrha amida A v spektru je odvisen od jakosti vodikovih vezi, 
medtem ko konformacija proteina nanj ne vpliva (83). Iz spektra PEO nanovlaken s sporami 
tvorba vodikovih vezi med PEO in sporami ni razvidna, saj se vrh amida A pojavlja pri 
enakem valovnem številu kot na spektru liofiliziranih spor (slika 18, desno spodaj). Na 
spektru nanovlaknen s sporami PEO/CH 60/40 oz. 20/80 pa lahko opazimo prekrivanje 
vrhov hitosana in vrha amida A, posledično pa na podlagi spektra ne moremo sklepati na 
morebitno tvorbo vodikovih vezi (slika 19, desno spodaj). Potencialne interakcije med 
sporami in polimeri v nanovlaknih bi lahko ovrednotili tudi na podlagi ostalih območij 
spektrov, kar pa je zaradi prekrivanja vrhov zelo težavno.  
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Slika 18: FTIR spektri liofiliziranih spor, PEO 900 kDa in nanovlaken (NV) PEO brez in s sporami (levo), 
povečano območje amida I in II (desno zgoraj) ter amida A (desno spodaj).  
 
Slika 19: FTIR spektri liofiliziranih spor in nanovlaken (NV) PEO/CH 60/40 in 20/80 brez in s sporami (levo), 
povečano območje amida I in II (desno zgoraj) ter amida A (desno spodaj). 
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4.8  Sproščanje spor iz nanovlaken v pufer 
Za uspešno kolonizacijo tarčnega mesta in dosego probiotičnih učinkov se morajo probiotiki 
sprostiti iz nanovlaken. Na proces sproščanje vplivajo različni dejavniki, med drugim tudi 
vrsta polimerov, ki jih uporabimo za izdelavo nanovlaken. Da bi ugotovili vpliv deleža 
hitosana v izdelanih nanovlaknih na hitrost in obseg sproščanja vgrajenih spor, smo izvedli 
in vitro test sproščanja v fosfatnem pufru (slika 21 in 21). Kot merilo za delež sproščenih 
spor smo v primeru nanovlaken PEO/CH 60/40 in 20/80 upoštevali vsebnost, določeno z 
metodo 3.5.8.4, v primeru nanovlaken PEO pa maksimalo število sproščenih spor, doseženo 
po 1 dnevu sproščanja. Pri PEO nanovlaknih je bilo namreč število sporoščenih spor/mg 
nanovlaken za 0,3 logaritemske enote večje kakor določena vsebnost, kar je lahko posledica 
eksperimentalnih napak.  
Najhitreje so se spore sproščale iz hidrofilnih PEO nanovlaken, pri katerih smo opazili 
takojšnje raztapljanje nanovlaken ob stiku z medijem. Večina spor, tj. 9,3×105/mg 
nanovlaken oz. 85 % vseh sproščenih, se je sprostila že v prvi uri, kar je na sliki 20 in 21 
vidno kot strmo naraščanje profila sproščanja. V nadaljevanju se je sproščanje upočasnilo, 
plato pa je bil dosežen po 24 h sproščanja. V tem času se je sprostilo 1,1×106 spor/mg 
nanovlaken oz. vse vgrajene spore. V primerjavi s PEO nanovlakni so se spore iz nanovlaken 
PEO/CH 60/40 in 20/80 sproščale počasneje. Pri obeh vzorcih je bil opazen podoben trend 
sproščanja, in sicer je začetnemu hitremu sproščanju v prvi uri sledila upočasnitev 
sproščanja, po približno 10 h pa se je hitrost sproščanja zopet povečala. V primeru 
nanovlaken PEO/CH 60/40 se je v prvi uri sprostilo 6,2×104 spor/mg oz. 22 % vgrajenih 
spor, v primeru nanovlaken PEO/CH 20/80 pa so bile vrednosti manjše – 8,2×103 oz. 3 %. 
Pri nanovlaknih PEO/CH 60/40 je bil plato dosežen kasneje kot v primeru PEO nanovlaken, 
tj. po 48 h, ko se je sprostilo 2,5×105 spor/mg oz. 89 % vgrajenih spor. Sproščanje spor iz 
nanovlaken PEO/CH 20/80 pa se je ustavilo po 24 h, v katerih se je sprostilo 2,3×104 spor/mg 
oz. 8,6 % vgrajenih spor. Medtem ko so se iz PEO nanovlaken sprostile vse spore, je pri 
nanovlaknih s hitosanom določen delež spor ostal ujet v ogrodju nanovlaken tudi po testu 
sproščanja. Pri nanovlaknih PEO/CH 60/40 je ta znašal 11 %, pri nanovlaknih PEO/CH 
20/80 pa 91,4 %.   
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Slika 20: Profili sproščanja spor iz nanovlaken PEO, PEO/CH 60/40 in PEO/CH 20/80 v fosfatni pufer 
(časovno obdobje 0–7 dni). 
Slika 21: Delež sproščenih spor iz nanovlaken PEO, PEO/CH 60/40 in PEO/CH 20/80 v fosfatni pufer 
(časovno obdobje 0–50 h). 
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Opazimo lahko, da se s povečevanjem deleža hitosana v nanovlaknih zmanjšuje hitrost kot 
tudi obseg sproščanja spor, kar je povezano s poroznostjo ogrodja nanovlaken po izpostavitvi 
fosfatnemu pufru. Hitosan namreč ni topen pri pH 7,4 (samo nabreka), sproščanje spor pa je 
omogočeno šele po raztapljanju PEO in nastanku por v ogrodju nanovlaken. V primeru 
nanovlaken PEO/CH 60/40 je bilo ogrodje zaradi višje vsebnosti PEO po izpostavitvi mediju 
bolj porozno, posledično pa so se spore sproščale hitreje in v večjem obsegu kot pri 
nanovlaknih PEO/CH 20/80. K hitrejšemu sproščanju spor iz nanovlaken PEO/CH 60/40 je 
lahko pripomogel tudi manjši premer nanovlaken in posledična krajša difuzijska razdalja. 
Nižja hitrost sproščanja spor, ki smo jo v primerjavi s PEO nanovlakni opazili pri 
nanovlaknih PEO/CH, pa je lahko povezana tudi z manjšo vsebnostjo spor v slednjih.  
Kot že omenjeno je v nanovlaknih PEO/CH določen delež spor ostal ujet v ogrodju tudi po 
7 dneh in vitro sproščanja v fosfatnem pufru. Slednje bi se spremenilo v in vivo okolju ob 
prisotnosti encimov hitinaz, ki bi z razgradnjo hitosanskega ogrodja omogočili sprostitev 
vseh spor, tudi tistega deleža, ki v primeru in vitro sproščanja ostane ujet v ogrodju. 
Razgradni produkti, ki bi pri tem nastali, pa bi služili kot vir hranil za sproščene bakterije.  
V prihodnje bi bilo potrebno optimizirati uporabljeno metodo sproščanja v smeri boljše 
homogenizacije medija za sproščanje in bolj reprezentativnega vzorčenja. Kot lahko vidimo 
na , je pri vseh profilih sproščanja po dosegu platoja (po 1–2 dneh) opazno linearno 
zniževanje krivulje, kar je lahko posledica adhezije spor na stene vial in sedimentacije, ki 
smo jo opazili med izvajanjem eksperimenta. Za preprečitev sedimentacije bi bilo potrebno 
uporabiti večje obrate stresanja ali pa drugo metodo mešanja, npr. mešanje na magnetnem 
mešalu. 
 
4.9 Sproščanje spor iz nanovlaken in rast bakterij na agar ploščah 
Izdelana nanovlakna z vgrajenimi sporami smo primerjali med sabo tudi glede sproščanja in 
kalitve spor ter rasti bakterij na trdnih gojiščih. Spremljali smo prirast površine kolonij, ki 
so začele izraščati iz nanovlaken. Ob dodatku nanovlaken na vlažno gojišče smo pri 
hidrofilnih PEO nanovlaknih opazili takojšnje raztapljanje polimera, nanovlakna PEO/CH 
60/40 in 20/80 pa so ostala na videz intaktna med celotnim eksperimentom, kar je posledica 
netopnosti hitosana pri pH 7,4. Prve kolonije smo opazili šele po 24 h inkubiranja pri vzorcih 
PEO nanovlaken in nanovlaken PEO/CH 60/40 (slika 22). V primerjavi z nanovlakni 
PEO/CH 60/40, smo pri PEO nanovlaknih določili približno štirikrat večji prirast kolonij, ki 
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je znašal 0,12 cm2 (slika 23), kar kaže na hitrejši začetek izraščanja spor iz PEO nanovlaken. 
Po 48 h inkubacije smo prve kolonije opazili tudi pri nanovlaknih PEO/CH 20/80, njihova 
površina pa je bila v primerjavi s prirastom PEO nanovlaken in nanovlaken PEO/CH 60/40 
manjša za približno polovico. S povečevanjem deleža hitosana v nanovlaknih se je torej 
podaljševal čas zakasnitve izraščanja kolonij iz vlaken. Po 1 tednu inkubiranja smo največji 
prirast izmerili nanovlaknom PEO/CH 20/80, sledila so PEO nanovlakna in nanovlakna 
PEO/CH 60/40. Potrebno pa je izpostaviti, da smo zlasti v primeru PEO nanovlaken določili 
lažno manjši prirast kolonij kot je bil sicer (slika 23, primerjava krivulje PEO in PEO*). V 
izračunih prirasta smo namreč zanemarili kolonije, ki so se razraščale po mestu nanosa 
nanovlaken, saj jih je bilo v prvih časovnih točkah težko ločiti od nanovlaken. Iz fotografij, 
posnetih po 1 tednu inkubacije, je razvidno, da je celotno območje nanosa PEO nanovlaken 
prekrito s kolonijami, medtem ko v primeru nanovlaken PEO/CH 60/40 in 20/80 kolonije 
opazimo le mestoma. Slednje je lahko posledica protimikrobnega delovanja hitosana.  
Med posameznimi vzorci smo zaznali tudi razlike v načinu izraščanja kolonij. V primeru 
nanovlaken PEO so se kolonije začele enakomerno izraščati po celotnem obsegu nanovlaken 
kot tudi na mesto nanosa, medtem ko so iz nanovlaken PEO/CH 60/40 in 20/80 izraščale le 
mestoma. Opaženo neenakomerno izraščanje spor je lahko posledica že omenjenega 
protimikrobnega delovanja hitosana, neenakomerne razporeditve spor v nanovlaknih ali pa 
lokalne razlike v debelini plasti nanovlaken. Spore v primeru debelejše plasti nanovlaken 
potrebujejo dlje časa, da se prebijejo skozi preplet nanovlaken do gojišča s hranili, ki 
omogočajo njihovo pretvorbo v vegetativno obliko. Različno izraščanje kolonij pa je lahko 
tudi posledica razlik v topnosti nanovlaken. PEO nanovlakna so se ob stiku z vlažnim 
gojiščem raztopila, kar je omogočilo enakomerno razporeditev vgrajenih spor po površini, v 
primeru nanovlaken PEO/CH 60/40 in 20/80 pa so se spore počasi sproščale skozi pore 
nanovlaken, ki so nastale ob raztopitvi PEO. 
Bolj kot prirast kolonij pa je s stališča primerjave sproščanja spor iz nanovlaken pomemben 
čas zakasnitve izraščanja kolonij. Po daljšem času inkubiranja namreč prirast kolonij ni več 
odvisen samo od števila na novo sproščenih spor, ampak predvsem od razmnoževanja 
kolonij ob robu, ki se zaradi obilice hranil širijo v okolico. Kako intenzivno se bodo kolonije 
širile v okolico pa je odvisno tudi od vsebnosti vlage v trdnem gojišču. Medtem ko je za suha 
gojišča značilna rast točkastih, gostih kolonij, se v primeru vlažnih gojišč kolonije bolj 
razširijo in postanejo nepravilnih oblik. 
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Slika 22: Izraščanje bakterij iz nanovlaken na trdnem gojišču. Od zgoraj navzdol si sledijo nanovlakna PEO, 
nanovlakna PEO/CH 60/40 in PEO/CH 20/80. Od leve proti desni si sledijo slike, posnete ob nanosu 
nanovlaken na trdna gojišča (0 h), po 6 h, 24 h, 48 h in 1 tednu. 
 
Slika 23: Profili rasti baktetrij iz nanovlaken po sproščanju na trdnem gojišču. Krivulja PEO* prikazuje prirast 
kolonij iz PEO nanovlaken ob predpostavki, da je bilo celotno območje nanosa vlaken po 24 h prekrito s 
kolonijami. 
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4.10 Preživetje spor v nanovlaknih med shranjevanjem 
Na preživetje bakterij poleg procesa izdelave nanovlaken vplivajo tudi pogoji shranjevanja. 
Da bi ugotovili vpliv različnih pogojev shranjevanja nanovlaken na preživetje vgrajenih 
spor, smo nanovlakna za 1 mesec izpostavili (i) sobni temperaturi, 58 % RH in (ii) 40 °C, 
75 % RH. Vsebnosti živih spor v nanovlaknih, ki smo jih določili po izpostavitvi zgornjim 
pogojem, so prikazane na sliki 24. 
 
Slika 24: Vsebnost živih spor v nanovlaknih ob izdelavi in po 1-mesečni izpostavitvi (i) sobni temperaturi, 58 % 
RH in (ii) 40 °C, 75 % RH. 
V primeru PEO nanovlaken, izpostavljenim sobni temperaturi in 58 % RH, se je vsebnost 
živih spor v primerjavi z začetno zmanjšala za 0,23 logaritemske enote. Nekoliko večje 
zmanjšanje vsebnosti, tj. za 0,31 logaritemske enote, smo določili PEO nanovlaknom, ki so 
bila izpostavljena višji temperaturi in RH (40 °C, 75 %). Glede ne rezultate analize varianc 
pa vsebnosti živih spor v PEO nanovlaknih, določene ob izdelavi in po izpostavitvi dvem 
pogojem shranjevanja, niso statistično različne (p > 0,05). Nanovlaknom PEO/CH 60/40 
smo po izpostavitvi sobni temperaturi in 58 % RH določili največje zmanjšanje vsebnosti 
živih spor, in sicer za 0,32 logaritemske enote, vsebnosti živih spor v nanovlaknih PEO/CH 
20/80 pa se pri enakih pogojih praktično ni spremenila.   
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Nanovlakna PEO/CH 60/40 in 20/80, izpostavljena 40 °C in 75 % RH, se po dodatku 3 % 
(V/V) ocetne kisline in 10 min vorteksiranja niso raztopila, delci neraztopljenih vlaken pa 
so bili vidni tudi 1 teden po dodatku topila (slika 25). Vsebnosti živih spor v omenjenih 
vzorcih posledično nismo določali, saj bi bila le-ta lažno nižja na račun neraztopljenih 
nanovlaken. Slabša topnost nanovlaken je bila lahko posledica razgradnje hitosana med 
shranjevanjem pri 40 °C in 75 % RH. Slednja se običajno začne z depolimerizacijo 
(razgradnjo β-1,4-glikozidnih vezi) in deacetilacijo polimernih verig, sočasno pa poteka 
cepitev funkcionalnih skupin (aminske, karbonilne, amidne, hidroksilne). Pri 
depolimerizaciji verig hitosana lahko nastanejo tudi prosti radikali, ki sprožijo oksidacijske 
procese. V nadaljevanju se v procesu premreženja tvorijo močne intermolekularne 
interakcije med nastalimi fragmenti polimernih verig, kar lahko vodi v izgubo fizikalno-
kemijskih lastnosti hitosana, med drugim tudi topnosti v 3 % (V/V) ocetni kislini (86). 
Opisani procesi razgradnje hitosana potekajo hitreje pri višji temperaturi in RH, kar je lahko 
razlog, da smo zmanjšanje topnosti opazili samo v primeru nanovlaken, izpostavljenim 40°C 
in 75 %. Pri nanovlaknih, ki so bila izpostavljena sobni temperaturi in 58 % RH, pa do 
razgradnje hitosana verjetno ni prišlo (vsaj ne v tolikšni meri), saj so se nanovlakna raztopila 
že nekaj minut po dodatku 3 % (V/V) ocetne kisline.  
 
Slika 25: Nanovlakna s sporami PEO/CH 60/40 (A) in 20/80 (B), izpostavljena sobni T, 58 % RH (leva epica) 
in 40°C, 75 % RH (desna epica), po dodatku 1 mL 3 % (V/V) ocetne kisline in 10 min vorteksiranja. 
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo, da smo z uporabo spor namesto vegetativnih oblik 
bakterij bistveno izboljšali njihovo preživetje v nanovlaknih. Za razliko od nizkega 
preživetja vegetativnih oblik bakterij v nanovlaknih, ki smo jih našli v literaturi, se v primeru 
analiziranih nanovlaken vsebnost živih spor ni bistveno zmanjšala tudi po enem mesecu 
shranjevanja.  
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5 Sklep 
V okviru magistrskega dela smo z metodo elektrostatskega sukanja izdelali nanovlakna iz 
PEO in kompozitna nanovlakna iz PEO in hitosana v razmerju 60/40 in 20/80 (m/m), v katera 
smo vgradili spore potencialnega probiotičnega seva 25.2.M. Ugotovili smo naslednje:  
• Izmed preizkušenih koncentracij ocetne kisline so spore najbolj odporne na 3 % 
(V/V), ki smo jo izbrali za pripravo polimernih disperzij s hitosanom. Soniciranje v 
preizkušenem časovnem intervalu 15–30 min na preživetje spor nima bistvenega 
vpliva in je primerno kot metoda razplinjanja polimernih disperzij.  
• Formulacijski, procesni in okolijski parametri pomembno vplivajo na procesibilnost 
elektrostatskega sukanja in morfologijo nanovlaken PEO/CH 60/40 in 20/80. S 
povečanjem koncentracije raztopine PEO/CH 20/80 iz 3 na 3,6 % (m/V) smo uspeli 
izdelati tanka in nevozličasta nanovlakna. V primeru formulacije PEO/CH 60/40 pa 
smo s povišanjem temperature iz 37 na 42 °C in z zmanjšanjem pretoka iz 500 na 
400 μL/h zmanjšali število polimernih madežev na plasti nanovlaken.  
• Priprava polimernih disperzij s sporami je zamanjšala koncentracijo živih spor, kar 
je posledica izgub tekom spiranja spor, v primeru disperzij PEO/CH pa tudi 
izpostavitve 3 % (V/V) ocetni kislini.  
•  Z elektrostatskim sukanjem smo v nanovlakna PEO, PEO/CH 60/40 in 20/80 
vgradili 2,7×105–7,3×105 spor/mg nanovlaken. Večji upad preživetja spor smo 
opazili v primeru nanovlaken s hitosanom kot pri PEO nanovlaknih, kar je posledica 
nizkega pH disperzije in ostrejših pogojev elektrostatskega sukanja.  
• S SEM smo potrdili uspešno vgradnjo spor v nanovlakna in ugotovili, da imajo 
nanovlakna s sporami signifikantno večji premer kot enaka nanovlakna brez spor.  
• Elektrostatsko sukanje je zmanjšalo kristaliničnost PEO v izdelanih nanovlaknih v 
primerjavi z izhodnim polimerom. Slednja se je zmanjševala s povečevanjem deleža 
hitosana v nanovlaknih. V primerjavi z nanovlakni brez spor smo pri nanovlaknih s 
sporami določili nižjo kristaliničnost PEO, kar je lahko posledica potencialnih 
interakcij med polimeri in sporami.  
• Na podlagi premikov vrhov na FTIR spektrih smo potrdili tvorbo vodikovih vezi 
med hitosanom in PEO v nanovlaknih, medtem ko tvorba interakcij med sporami in 
polimeri ni bila enoznačno razvidna.  
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• Spore so se najhitreje sproščale iz hidrofilnih PEO nanovlaken, pri katerih se je 85 % 
vseh sproščenih spor sprostilo že v roku 1 h. S povečevanjem deleža hitosana v 
nanovlaknih pa sta se zmanjševala hitrost in obseg sproščanja spor, kar je povezano 
s poroznostjo polimernega ogrodja nanovlaken po izpostavitvi fosfatnemu pufru. 
Medtem ko so se iz PEO nanovlaken po 1 tednu sproščanja sprostile vse spore, je v 
primeru nanovlaken PEO/CH 60/40 ostalo ujetih v polimernem ogrodju 11 % spor, 
v primeru nanovlaken PEO/CH 20/80 pa kar 91,4 %. 
• Po 1 mesecu shranjevanja pri sobni T in 58 % RH ter 40 °C in 75 % RH se vsebnost 
živih spor v nanovlaknih ni zmanjšala za več kot 0,32 log CFU/mg.  
Izdelana nanovlakna predstavljajo obetaven pristop za za lokalno zdravljenje z disbiozo 
povezanih bolezni, saj so biorazgradljiva, omogočajo vgradnjo velikega števila  potencialnih 
probiotikov, katerih preživetje se v veliki meri ohrani tudi med shranjevanjem. 
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